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(57) Abstract 

The invention concerns nucleic acids coding for mutated or truncated forms of the human parkin gene, or forms comprising 
multiplication of exons, and the corresponding proteins and antibodies. The invention also concerns methods and kits for identifying 
mutations of the parkin gene, and for studying compounds for therapeutic purposes. 

(57) Abrege 

La presente invention concemc des acides nuc!6iques codant pour des formes de la parkine humaine mutecs, tronquees ou comportant 
des multiplications d'exons, et les prolines et anticorps correspondants. Elle conceme aussi des m6thodes et kits pour P identification de 
mutations du gene de la parkine, ainsi que pour l'6tude de compos6s a visee th6rapeutique. 
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PCT/FR99/02833 

1 

MUTATIONS DU GENE DE LA PARKINE, COMPOSITIONS, 
METHODES ET UTILISATIONS 

La presente invention est relative au domaine de la genetique et, plus 
particulierement, a Identification de mutations du gene de la parkine. Elle concerne 
5 egalement des compositions et methodes pour ridentification de ces mutations dans 
des echantillons, des formes de la parkine mutees, tronquees ou comportant des 
multiplications d'exons, et leurs utilisations a des fins de diagnostique, depistage ou 
therapeutique, par exemple. 

La maladie de Parkinson est une affection neurodegenerative frequente dont 

10 la prevalence est proche de 2% apres Tage de 65 ans [de Rijk et al., 1997]. Les signes 
cardinaux de la maladie sont rigidite, bradykinesie, tremblement de repos et bonne 
reactivite, au moins initiale a la levodopa. Les troubles sont dus a une perte massive 
des neurones dopaminergiques de la substantia nigra. Les causes de la maladie restent 
incommes mais l'intervention de facteurs de susceptibilite genetique est fortement 

15 suspectee [Wood, 1997]. De nombreuses formes familiales avec une transmission 
dominante ont ete rapportees. Des mutations du gene codant pour la synucleine alpha, 
localise en 4q21-q23, ont ete decrites dans un petit nombre de families avec un debut 
precoce et une aggravation rapide [Polymeropoulos et al., 1997; Kruger et al., 1998]. 
Un second locus est situe en 2pl3 [Gasser et al., 1998]. Un syndrome parkinsonien de * 

20 transmission autosomique recessive (AR-JP) a ete decrit au Japon [Yamamura et al., 
1973; Ishikawa and Tsuji, 1996]. II se manifeste avec les signes cardinaux de la 
maladie de Parkinson avec certaines particularites: i) debut precoce, en regie avant 
Tage de 40 ans; ii) presence d*une dystonie, souvent aux membres inferieurs; iii) 
fluctuations au cours de la journee; et iv) evolution lentement progressive mais 

25 toujours associee a des dyskinesies sous levodopa. L'examen neuropathologique 
revele une perte massive des neurones de la substantia nigra pars compacta mais *ans 
corps de Lewy, stigmate histopathologique de la maladie de Parkinson idiopathique 
[Yamamura et al., 1973; Takahashi et al., 1994], Une liaison genetique entre la 
maladie dans des families japonaises et des marqueurs en 6q25.2-27 a ete demontree 
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qui definit le locus PARK2 [Matsumine et aL, 1997]. Deux equipes ont ensuite decrit 
des families PARK2 hors du Japon, en particulier aux Etats Unis, en Europe et au 
Moyen Orient [Jones et al., 1998; Tassin et aL, 1998]. Tres recemment, Kitada et al 
[Kitada et aL, 1998] ont mis en evidence des deletions des exons (3-7) ou de l'exon 4 
5 d"un nouveau gene, appele parkine, dans 4 families japonaises. 

La presente demande decrit maintenant la mise en evidence et la 
caracterisation, dans 77 families et 102 cas isoles principalement europeennes avec un 
syndrome parkinsonien de debut precoce, de la presence de nouvelles alterations 
genetiques affectant le gene de la parkine. En outre, la presente demande montre que 
10 ces alterations genetiques sont presentes non seulement dans les syndromes 
parkinsoniens de debut precoce, mais egalement dans les syndromes parkinsoniens 
plus tardifs ou atypiques. Ces nouvelles alterations bffrent done de nouveaux outils, a 
la fois pour le diagnostique et le traitement de la maladie de parkinson. 

Un objet plus particulier de Tinvention concerne un acide nucleique codant 
15 pour la parkine humaine, caracterise en ce qu ! il comporte xme ou plusieurs alterations 
genetiques choisies parmi: 

a) une deletion de un ou plusieurs exons, en combinaison ou non, 

b) une multiplication (p.ex. duplication, triplication) d'exons, 

c) une mutation ponctuelie, 

20 d)une deletion de 1 ou plusieurs paires de bases contigues entrainant un 

decalage du cadre de lecture, et 

e) une insertion de 1 ou plusieurs paires de bases contigues. 

Le terme acide nucleique tel que defini dans la presente demande designe les 
acides desoxyribonucleiques (ADN) et ribonucleiques (ARN). En outre, parmi les 
25 ADN, il peut s'agir d'ADN genomique (ADNg) ou complementaire (ADNc). Les 
acides nucleiques de Tinvention peuvent etre d'origine naturelle ou synthetique. II sont 
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generalement prepares par les techniques classiques de biologie moleculaire, incluant 
le criblage de banques, la synthese artificielle, la ligature, la restriction, etc. Les 
positions donnees dans la presente demande sont calculees par rapport a la sequence 
de la parkine humaine representee sur la Figure 1 (SEQ ID No:l). Cette sequence 
5 represente la sequence de 1'ADNc codant pour la parkine humaine. Par rapport a la 
sequence decrite par Kitada et al., elle comporte une modification au niveau du 
nucleotide 768 (C->T). 

Les alterations genetiques defuues ci-dessus a) a e) sont principalement des 
alterations exoniques, c'est-a-dire affectant la region codante du gene de la parkine 
10 humaine. Toutcfois, il a ete egalement mis en evidence des alterations introniques, 
c'est-a-dire dans la partie non codante du gene. 

Le gene de la parkine humaine comprend 12 exons, dont les positions 
nucleotidiques sont donnees ci-apres : 



Exon 1: nucleotides 1 a 108 


Exon 2: nucleotides 109 a 272 


Exon 3: nucleotides 273 a 513 


Exon 4: nucleotides 5 14 a 635 


Exon 5: nucleotides 636 a 719 


Exon 6: nucleotides 720 a 835 


Exon 7: nucleotides 836 a 972 


Exon 8: nucleotides 973 a 1034 


Exon 9: nucleotides 1035 a 1184 


Exon 10: nucleotides 1185 a 1268 


Exon 11: nucleotides 1269 a 1386 


Exon 12: nucleotides 1387 a 2960 



15 



Dans un premier mode de mise en oeuvre, l'invention conceme un acide nucleique 
codant pour la parkine, comportant des deletions de un ou plusieurs exons, 
notamment des combinaisons de deletions d'exons. Plus particulierement, ces 
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deletions affectent les exons 2 a 9 separement ou en combinaison. Des exemples 
particuliers de ces deletions et combinaisons de deletions d'exons du gene de la 
parkine sont illustres dans les tableaux 2 et 4. En outre, ces deletions peuvent etre 
homozygotes c'est-a-dire affecter les deux chromosomes simultanement, ou 
5 heterozygotes (incidence sur un chromosome seulement). 

La demanderesse a en particulier mis en evidence la deletion heterozygote de 
1'exon 2 ainsi que des combinaisons de deletions de cet exon avec d'autres exons dont 
notamment Texon 3 et 1'exon 4. Ainsi, neuf deletions ou combinaison de deletions ont 
ete pour la premiere fois mises en evidence et notamment les deletions suivantes : 
1 0 exons 2, 2 + 3, 2 + 3 + 4, 3 - 6, 3 - 9, 6, 6 + 7, 7 + 8 + 9 et 8. Par ailleurs, ces deletions 
ou combinaisons de deletions peuvent etre- combinees entre elles en cas 
d'heterozygotes composites. 

La demanderesse a egalement mis en evidence un certain nombre de 
deletions homozygotes, seules ou combinees, telle que les deletions des exons 5 et 6. 

15 Les positions particulieres des deletions decrites ci-dessus peuvent etre 

definies en se rapportant a la numerotation des nucleotides sur la figure 1 . 

Dans un autre mode particulier, Tinvention concerne un acide nucleique 
codant pour la parkine, contenant une deletion de Texon 3. Plus particulierement, cette 
deletion affecte les nucleotides 273 a 5 13 sur la Figure 1 . 

20 Dans un autre mode particulier, Invention concerne un acide nucleique 

codant pour la parkine, comprenant une deletion des exons 8 et 9. Plus 
particulierement, cette deletion affecte les nucleotides 973 a 1 184 sur la Figure 1. 

Les consequences de ces deletions ou combinaison de deletions restent 
souvent un decalage dans le cadre de lecture. Le tableau 4 resume les consequences 
25 apparues en regard des deletions ou combinaisons de deletions relevees. 
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Dans un autre mode de mise en oeuvre particulier, l'invention conceme un 
acide nucleique codant pour la parkine comprenant une multiplication d'exons, c'est- 
a-dire la repetition d*un ou plusieurs exons dans le gene. La presente demande montre 
pour la premiere fois : soit une duplication bomozygote et heterozygote comme cela 
5 est illustre dans les exemples par la duplication de l'exon 3, soit une duplication de 
type heterozygote comme illustre par la duplication de l'exon 6, 7 ou 11. La presente 
demande montre egalement pour la premiere fois une triplication d'exons : soit une 
triplication nomozygote, soit une triplication heterozygote comme cela est illustre 
dans les exemples par la triplication de l'exon 2. 

I o Preferentiellement, le terme multiplication d'exons indique la presence de 2 a 

5 copies de ou des exons consideres, de preference de 2 a 3 copies. Generalement, 
chaque copie d'exon est positionnee dans la sequence a cote de l'exon original. 

Dans un autre mode particulier, 1'invention conceme un acide nucleique 
codant pour la parkine, comprenant une mutation ponctuelle, c'est-a-dire le 
15 remplacement d'une paire de bases par une autre. La presente demande montre en 
effet l'existence de mutants ponctuels de la parkine et le caractere causal de certains 
d'entre eux dans I'apparition et le developpement d"un syndrome parkinsonien. Plus 
particulierement, la ou les mutations ponctuelles selon l'invention sont des mutations 
ponctuelles non-sens ou feux-sens ou bien entrainant un decalage du cadre de lecture. 

20 Une mutation non-sens est une mutation introduisant dans la sequence un 

codon stop. Une telle mutation conduit a 1'arret premature de la traduction, et done a 
la synthese d'une proteine tronquee. Une telle mutation est done egalement designee 
dans ce qui suit par le terme "tronquante". Plus preferentiellement, selon la presente 
invention, l'acide nucleique comprend une mutation non-sens localisee dans une 

25 region correspondent au domaine N- ou C-terminal de la Parkine humaine. La 
presente invention montre en effet que ce type de mutation se rencontre chez des 
patients plus frequemment dans les regions terminales du gene (et done de la 
proteine). Plus preferentiellement encore, la presente invention conceme un acide 
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nucleique codant pour la parkine humaine, comprenant une mutation ponctuelle 
tronquante dans une region correspondant aux exons 2, 3, 11 ou 12. n s'agit encore 
plus preferentiellement d'une mutation dans Texon 12 du gene de la parkine, 
preferentiellement conduisant a l'inactivation du site de myristoylation (residus 450- 
5 455 de la proteine). A titre illustratif, on peut citer la mutation ponctuelle G->A sur le 
nucleotide 1459, introduisant un codon stop a la place du residu Trp453. Ce mutant 
code done pour une proteine tronquee comprenant les 452 premiers acides amines de 
la proteine sauvage. De maniere surprenante, la demanderesse a montre que ce mutant 
Parkine 1-452, qui est depourvu seulement des 12 derniers residus de la proteine 
1 0 sauvage, cause la maladie de Parkinson. 

Selon un autre mode de realisation, la presente invention concerne un acide 
nucleique codant pour la parkine humaine, comprenant une mutation ponctuelle 
tronquante dans l'exon 7. A titre illustratif, on peut citer la mutation ponctuelle T->A 
sur le nucleotide 905, introduisant un codon stop a la place du residu Cysteine 268. 

15 Un autre type de mutation ponctuelle selon 1'invention est une mutation faux- 

sens. Une mutation faux-sens comprend le remplacement d\me paire de bases dans un 
codon, conduisant a un codon codant pour un acide amine different de l'acide amine 
naturel, sans interruption de la sequence. Une telle mutation, isolee, conduit done a 
une proteine ayant un nombre inchange de residus, mais dont Vun des residus differe 

20 de la proteine sauvage. La presente demande a maintenant montre que des mutants 
ponctuels faux-sens de la parkine existent chez des sujets atteints de syndromes 
parkinsonians, et que ces mutants peuvent avoir un caractere causal. Plus 
preferentiellement, Tinvention concerne un ac^de nucleique codant pour la parkine 
humaine, comprenant au moms une mutation ponctuelle faux-sens localisee 

25 notamment dans une region correspondant aux exons 4a 12 et de maniere preferee 
aux exons 4, 6, 7, 9, 1 1 et 12 . 



Un premier type de mutations ponctuelles faux-sens plus particulieres au 
sens de Tinvention comprend les mutations qui entrainent un changement non- 
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conservatif d f acide amine dans la pioteine codee. De telles mutations sont en effet 
plus specifiquement associees au phenotype de la maladie de parkinson. On entend 
par changement non-conservatif le remplacement d"un acide amine par un autre acide 
amine ayant des proprietes structurales, physicochimiques et/ou biologiques 

5 differentes du premier. Ainsi, le changement d'un acide amine basique par un acide 
amine non-basique est dit non-conservatif. Ce type de changements comprend plus 
particulierement le changement des acides amines de Tune ou l'autre des categories 
suivantes : acide, basique, neutre polaire, neutre non polaire. Des exemples 
particuliers de mutants de ce type selon l'invention sont notamment les acides 

10 nucl&ques comprenant Alteration g6n6tique suivante, seule ou en combinaison : 

- une mutation A->T sur le nucleotide 584 (Lysl61 Asp) dans l'exon 4, 

- une mutation A->T sur le nucleotide 734 (Lys21 1 Asn) dans l'exon 6, 

- une mutation C->T sur le nucleotide 867 (Arg256Cys) dans l'exon 7, 

- une mutation C->T sur le nucleotide 924 (Arg275Trp) dans l'exon 7, 
15 - une mutation G->A sur le nucleotide 939 (Asp280Asn) dans l'exon 7, 

- une mutation G->A sur le nucleotide 1084 (Gly328Glu) dans l'exon 9, 

- une mutation C->T sur le nucleotide 1 101 (Arg334Cys) dans l'exon 9, et/ou 

- une mutation G->A sur le nucleotide 1 390 (Gly430 Asp) dans l'exon 1 2. 

Un deuxieme type de mutations ponctuelles faux-sens plus particulieres au 
20 sens de l'invention comprend les mutations conservatrices. De telles mutations 
couvrent tout remplacement d'un codon codant un acide amine par un codon codant 
un acide amine du meme groupe. Par groupe decides amines on entend les acides 
amines dont les proprietes structurales, physico-chimiques et/ou biologiques sont tres 
proches et sont definis selon les categories suivantes : acide, basique, neutre polaire, 
25 neutre non polaire. A titre d ! exemple de mutation conservative, on peut citer de 
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maniere generate le remplacement du codon AAA (Lys) par le codon AGA (Arg), Lys 
et Arg fatsant partie du merne groupe d'acides amines basiques. Un exemple 
particulier de ce type de mutation selon ^invention est notamment I' acide nucieique 
comprenant l'alteration genetique suivante, seule ou en combinaison : 

5 - une mutation T ->G sur le nucleotide 966 (Cys289Gly) dans l'exon 7. 

Un troisieme type de mutations ponctuelles faux-sens plus particulieres au 
sens de Tinvention comprend les mutations qui affectent un site potentiel de 
phosphorylation dans iaproteine codee. La presente demande montre en effet que des 
mutants de ce type apparaissent chez certains sujets atteints de la maladie de 

1 0 parkinson, et constituent done des evenements qui p&rticipent ati developpement de la 
pathologie, en raison des fonctions biologiques connues des evenements de 
phosphorylation. Des mutations particulieres sont done celles qui modifient un acide 
amine phosphorylable en un residu non-phosphorylable. A cet egard, les residus 
susceptibles d'etre phosphoryles sont par exemple les residus serine, threonine et 

15 tyrosine. 

Des exemples particuliers de mutants de ce type selon Finvention sont 
notamment les acides nucleiques comprenant Talteration genetique suivante, seule ou 
en combinaison : 

- mutation C->A sur le nucleotide 1345 (Thr415Asn), exon 1 1. 

20 Par ailleurs, comme indique ci-avant, la presente invention concerne 

egalement tout acide nucieique comprenant une deletion de une ou plusieurs paires de 
bases contigues et entranant un decalage du cadre de lecture (voir d). La presente 
demande demontre pour la premiere fois Texistence de mutants de deletion restreinte 
de la parkine, et leur implication dans I'apparition et le developpement dhin syndrome 

25 parkinsonien. Pius preferentiellement, les deletions restreintes selon Tinvention 
conduisent, en raison du decalage du cadre de lecture, a la synthese de proteines (i) 
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tronquees et (ii) dont la sequence C-terminale est differente de la proteine sauvage. 
Dans le cas de deletions introniques, le decalage du cadre de lecture peut conduire soit 
a la non reconnaissance de l'intron si la mutation a lieu a la jonction exon-intron et la 
production d'une proteine aberrante, soit a un pliage incorrect de l'intron empechant 
5 ainsi l'excision-epissage de celui-ci, lorsque la mutation a lieu a l'interieur de l'intron. 
Comme indique ci-avant, cette proteine (ou le domaine original) constitue un autre 
objet de la presente demande. 

Plus preferentiellement, l'invention concerne les acides nucleiques 
comprenant une d61etion de I a 10 paires de bases contigues, de preference de 1 a 5. 
10 Encore plus particulierement, les deletions selon l'invention sont localisees dans une 
region de l'acide nucleique correspondant a l'intron 8 ou a l'exon 9 ou a une region 
terminale de la proteine, notamment dans les exons 2 ou 3, par exemple l'exon 2. A 
titre d'exemple specifique, on peut citer un acide nucleique comportant les alterations 
suivantes, seules ou en combinaison : 

15 - une deletion des nucleotides AG aux positions 202 et 203. Cette deletion 

introduit un changement du cadre de lecture debutant au niveau du residu d'acide 
amine 34 (Gb»Arg), et se terminant par un codon stop (37). Cette proteine est done 
tronquee et comprend une region C-terminale de 4 acides amines ; originate. 

- une deletion du nucleotide A en position 255. Cette deletion introduit un 
20 changement du cadre de lecture debutant au niveau du residu d'acide amine 52 (Asn- 

>Met), et se terminant par un codon stop (81). Cette proteine est done tronquee et 
comprend une region C-terminale de 30 acides amines originale. 

- une deletion des cinq paires de bases TCTGC dans l'intron 8, en position - 
21 -17 par rapport a l'exon 9 et pouvant entrainer une non reconnaissance du site 

25 d'epissage. 

-une deletion de deux paires de bases dans l'exon 9 en position 1142- 
1143delGA qui change l'Arg348 en Glu. Cette deletion a pour consequence 
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Introduction d'un changement du cadre de lecture creant ainsi un codon stop en 
position 368 dans l'exon 10. 

Comme indique ci-avant, la presente invention concerne egalement un acide 
nucleique comprenant une ou plusieurs alterations genetiques, telles que notamment 

5 une insertion de une ou plusieurs paires de bases contigues (voir e)). La presente 
demande demontre en effet pour la premiere fois 1'existence de mutants d ! insertion de 
la parkine, et leur implication dans Tapparition et le developpement de la maladie de 
parkinson. Plus preferentiellement, Tinsertion selon l'invention est telle qu'elle 
entraine un decalage du cadre de lecture. De ce fait, Tinsertion entraine un 

10 changement des residus situes en aval (du cote C-tenninal) de la mutation. En outre, 
cette insertion conduit le plus generalement a la creation d'un codon stop premature, 
et done a la synthese d'une proteine (i) tronquee et (ii) dont la sequence C-terminale 
est differente de la proteine sauvage. Comme indique plus loin, cette proteine (ou le 
domaine original) constitue un autre objet de la presente demande, et peut etre utilisee 

1 5 comme outil diagnostique ou tberapeutique. 

Plus preferentiellement, Tinvention concerne les acides nucleiques 
comprenant une insertion de I a 5 paires de bases contigues, de preference de 1 ou 2. 
A titre d'exemple specifique, on peut citer un acide nucleique comportant une 
insertion GT entre les nucleotides 321 et 322. Cette insertion introduit un changement 
20 du cadre de lecture debutant au niveau du residu tfacide amine 74 (Trp->Cys), et se 
terminant par un codon stop (81). Cette proteine est done tronquee et comprend une 
region C-terminale de 8 acides amines originale. 

Bien entendu, les alterations genetiques a) a e) decrites ci-dessus peuvent 
etre isolees ou combinees entre elles, telles que notamment une mutation faux-sens et 
25 une deletion ou encore deux mutations faux-sens cumulees. A titre d'exemples 



PCT/FR99/02833 



WO 00/31253 



11 



PCT/FR99/02833 



illustrant ce type de combinaison, on peut citer particulierement la combinaison de 
modifications suivantes : 

- une mutation feux-sens C->T en position 1 101 (Arg334Cys) dans l'exon 9 
avec une deletion de 5 paires de bases en position -21-17 par rapport a l'exon 9, dans 

5 l'intron8 

- une mutation feux-sens C->T en position 924 (Arg275Trp) dans l'exon 7 
avec une mutation faux-sens G->A en position 1390 (Gly430Asp) dans l'exon 12. 

L'invention a egalement pour objet un acide nucleique codant pour la parkine 
humaine, caracterise en ce qu'il comporte la sequence presentee sur la figure 1 (SEQ 
10 ID No: 1 ). Cette sequence comporte, par rapport a la sequence isolee par Kitada et al, 
une T en position 768, a la place dWe C, resultant, dans la proteine codee, en un 
acide amine serine en position 223, a la place d*une proline. Cet acide nucleique code 
pour la parkine sauvage rencontree dans les populations europeennes. 

L'invention a egalement pour objet les variants polymorpbiques de l'acide 
15 nucleique presente sur la figure 1. La presente demande montre en effet que le gene 
de la parkine humaine presente un certain polymorphisme, et decrit plus 
particulierement certains variants, presentant plus specifiquement une des 
modifications de sequence suivantes: 

- mutation G->A sur le nucleotide 601 de l'exon 4 (Serl67Asn) 
20 - mutation G->C sur le nucleotide 1 239 de l'exon 1 0 (Val380Leu) 

- mutation G->A sur le nucleotide 1281 de l'exon 1 1 (Asp394Asn). 
L'invention conceme aussi tout vecteur comprenant un acide nucleique tel 

que defini ci-avant. D peut s'agir d'un vecteur plasmidique, d*un cosmide, vecteur 
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viral, episome, chromosome artificiel, etc. Dans un mode particulier, un tel vecteur 
comprend aussi une region promotrice permettant 1'expression dudit aqide nucleique. 

De tels vecteurs peuvent etre utilises pour produire en quantites importantes 
les acides nucleiques de l'invention, ou pour produire les polypeptides correspondents, 
5 dans un hote cellulaire approprie (cellule procaiyote, eucaryote, animale ou vegetale, 
par exemple). Des hotes cellulaires preferes sont notamment des cellules de bacterie 
(E. coli par exemple) ou des cellules de levure, ou encore des cellules mammiferes, 
animal es ou humaines. 

A cet egard, l'invention conceme aussi toute cellule recombinante 
10 comprenant un acide nucleique ou un vecteur tels que definis ci-avant. 

L'invention conceme aussi toute cellule mammifere, notamment humaine, 
comprenant un acide nucleique ou un vecteur tels que definis ci-avant, en 
^emplacement du gene sauvage de la parkine. 

Les cellules de Tinvention peuvent etre utilisees notamment pour l'etude des 
15 proprietes de la parkine, ainsi que comme modeles pour la recherche de composes 
susceptibles de compenser les alterations genetiques du gene de la parkine. 

Uinvention conceme en outre tout mammifere non-humain comprenant un 

- 

acide nucleique tel que defini ci-avant dans ses cellules. Avantageusement, ces 
mammiferes sont obtenus par "knock-in" des alterations identifiees ci-avant, par 
20 recombinaison homologue, ou egalement par "knock-out" du gene sauvage, substitue 
par la version alteree de Tinvention. 

De tels mammiferes (rongeurs, canins, lapins, etc.) sont notamment 
utilisables pour Tetude des proprietes de la parkine et Identification de composes a 
visee therapeutique, par exemple. 

25 Uinvention conceme egalement tout polypeptide code par un acide nucleique 

tel que decrit ci-avant. Ces polypeptides sont done la parkine humaine, ses variants 
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polymorphes, et des variants mut6s et/ou tronques et/ou comportant une 
multiplication d'exons, impiiques dans 1'apparition et/ou le develqppement d*un 
syndrome parkinsonien. ^invention conceme en particulier les variants tronques ou 
abeirants de la parkbe tels que decrits ci-avant, ou une partie de ceux-ci 

5 correspondant a la sequence creee par le decalage de cadre de lecture. De tels 
polypeptides ou fragments, ou les acides nucleiques correspondants, sont utilisables 
pour identifier et/ou etudier des composes susceptibies de restaurer un phenotype 
normal k des cellules les exprimant. En particulier, les acides nucleiques decrits ci- 
dessus peuvent etre transferes dans des cellules hotes appropriees, de preference des 

10 cellules eucaryotes (mammifere, ievure par exemple), pour etre utilises dans un test 
de screening de composes capables de contrecarrer leur activite, qu'il s'agisse de 
composes chimiques, biochirniques ou genetiques. Pe tels polypeptides ou.ftagments 
sont egalement utilisables a litre d'antigenes, pour la preparation d'anticorps 
specifiques, utilisables pour la detection des variants. En particulier, les regions 

15 polypeptidiques specifiques des formes tronquees (en particulier les extremites) 
peuvent etre utilisees pour la preparation d'anticorps, selon les techniques classiques 
de rimmunoiogie, lesquels anticorps constituent aiors des outils de detection de la 
presence de ces formes dans des echantillons biologiques issus de sujets. De tels 
anticorps peuvent etre polyclonaux ou monoclonaux (prepares par exemple par fusion 

20 de cellules de rate d'animaux immunises avec les antigenes, avec des cellules de 
myelome, puis selection de clones producteurs d'anticorps monoclonaux). 

A cet egard, l'invention conceme egalement tout anticorps specifique tfun 
polypeptide tel que decrit ci-avant, ou d'une region specifique d'un tei polypeptide. Le 
terme "anticorps specifique" designe un anticorps ayant ime affinite particulierement 
25 superieure pour Tantigene donne, par rapport a tout autre antigene. 

L'invention conceme en outre toute composition comprenant un polypeptide 
ou un anticorps ou encore un vecteur ou une cellule bote transformee par Tacide 
nucleique de Tinvention, tels que decrits ci-avant. Ces compositions peuvent etre 
conditionnees dans differents types de milieux (solutions salines, isotoniques, etc.) en 
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presence de stabilisants ou de conservateurs, par exemple. Ces compositions peuvent 
etre conservees au froid ou congelees, dans tout dispositif approprie (tube, boite, 
flacon, fiole, poche, etc.). 

D'autre part, en plus des alterations genetiques exoniques decrites ci-avant, 
5 Tinvention decrit egalement des alterations genetiques introniques du gene de la 
parkine. Ces alterations n'induisent pas de changement dans la sequence de la proteine 
codee, et constituent essentiellement des variants polymoiphiques. Ces variants sont 
plus particulierement decrits dans le Tableau 2. 

L*une des applications de Tinvention reside dans la detection de la presence 
10 de mutations dans le gene de la parkine, et leur correlation avec la susceptibilite a la 
maladie de Parkinson, par exemple. A cet egard, Tinvention concerne egalement 
differents outils (sondes, amorces, anticorps, etc.), utiles a la mise en oeuvre de telles 
methodes de detection. 

En particulier, Tinvention concerne toute sonde ou oligonucleotide hybridant 
1 5 specifiquement avec un acide nucleique tel que defini ci-avant. 

Les sondes ou oligonucleotides specifiques de Tinvention comprennent 
generalement moins de 500 pb, plus preferentiellement moins de 300 pb. 
Typiquement un oligonucleotide specifique de Tinvention comprend de 5 a 100 pb, 
avantageusement de 5 a 50 pb. La longueur de Toligonucleotide peut bien entendu 

20 etre ajustee par Thomme du metier. Les sondes ou oligonucleotides de Tinvention sont 
par ailleurs generalement marques, de maniere b permettre leur detection. Differents 
types de marquages connus de Thomme du metier peuvent etre utilises (marquage 
radioactif, fluorescent, enzymatique, chimique, terminal ou interne, etc.). Enfin, les 
sondes ou oligonucleotides de Tinvention ont la capacite dliybrider specifiquement 

25 avec les acides nucleiques tels que definis ci-avant, c'est-a-^iire avec les differentes 
formes alterees du gene de la parkine. L'hybridation est dite specifique lorsque la 
sonde ou Toligonucleotide hybrident, dans des conditions de stringence elevee, avec 
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l'acide nucleique portant ralteration recherchee, et pas ou peu avec le meme acide 
nucleique ne portant pas ladite alteration. L'hybridation est done dite specifique 
lorsque le differentiel signal specifique/bruit de fond est suffisamment grand pour 
pouvoir etre detecte. 

5 Les sondes ou oligonucleotides de l'invention sont done generalement 

complementaires d'une region au moins du gene de la parkine portant les alterations 
genetiques a) a d) decrites ci-avant. La complementarite est generalement parfaite, de 
maniere a assurer une meilleure selectivity d'hybridation. Ces sondes ou 
oligonucleotides peuvent etre synthetises par toute technique connue de Thomme du 

10 metier, par exemple par clivage a partir des acides nucleiques decrits ci-avant, ou par 
synthese artificielie, ou en combinant ces techniques. Ces sondes ou oligonucleotides 
sont utilisables pour Identification, sur des echanSllons biologiques, de la presence 
^alterations genetiques du gene de la parkine. 

L'invention concerne aussi un couple d'amorce pour l'amplification de tout 
1 5 ou partie d'un acide nucleique tel que decrit ci-avant, caracterise en ce qu'il comprend: 

- une premiere amorce complementaire d'une region du gene de la parkine 
situee en 5' d'une alteration genetique, et 

-une deuxieme amorce- complementaire d'une region -du gene de la parkine 
situee en 3' de ladite alteration genetique. 

20 Les amorces de l'invention sont generalement complementaires d'une region 

du gene de la parkine, et comprennent avantageusement moins de 30 pb. 

L'invention concerne encore un precede pour I'identification d'une alteration 
genetique dans le gene de la parkine et en particulier la detection de deletion(s) et/ou 
multiplication (p.ex. duplication, triplication) d'exons a l'etat homozygote et 
25 heterozygote. 

Ce procede selon l'invention comprend : 
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i) la mise a disposition d'un echantiilon comprenant le gene de la parkine, 

ii) Tamplification (semi-quantitative) d'une partie au raoins dudit gene, ladite 
partie comprenant une alteration genetique telle que definie ci-avant, et 

iii) la mise en evidence de la presence de I'alteration genetique. 

5 Avantageusement, dans le procede de Tinvention, 1'echantilion est un 

echantiilon de sang, tissu, plasma ou une culture de cellules, provenant d'un sujet, 
notamment d'un mammifere, en particulier d'un humain. Dans un mode preferfe de 
mise en oeuvre, Techantillon est pretraite de maniere a rendre le gene de la parkine, ou 
une partie de celui-ci, accessible pour I'amplification. Ce pretraitement peut 

10 comprendre la lyse des cellules, un traitement enzymatique, une denaturation, etc. 

Avantageusement, I'amplification est realisee au moyen d'un couple 
d'amorces tel que decrit plus haut ou celles decrites par Kitada et al. et incluses par 
reference. 

A titre d'exemple particulier de couple d'amorces selon Tinvention, on peut 
15 citer les amorces servant a la detection d'alterations dans Texon3 ou de mutations 
ponctuelles. Ainsi, la paire rfamorces suivante a ete utiiisee dans le cadre de 
Tinvention : 

For : 5 * -(Hex) AATTGTGACCTGG ATC AGC-3 1 (SEQ ID No:2) et 

Rev : 5 '-CTGGACTTCC AGCTGGTGGTGAG-3 ' (SEQ ID No:3) 

20 Les amorces suivantes ont egalement ete utilisees pour la mise en evidence des 
mutations ponctuelles suivantes: 

Asp280Asn : 5 '-GGCAGGG AGTAGCCAAGTTGAGGAT-3 ' (SEQ ID No:4) 
sequence sauvage G 

Arg334Cys : S'-AGCCCCGCTCCACAGCCAGCGC^ ' (SEQ ID No:5) 
sequence sauvage G 
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La mise en evidence d'une alteration genetique telle que decrite ci-dessus 
peut etre reaiisee par differentes techniques, et notamment par sequenpage, 
PCR/restriction, ASO, PAGE, par PCR/multiplexe semi-quantitative, comme detaille 
dans la partie experimental. Brievement, cette methode repose sur ['amplification par 
5 PGR semi-quantitative et en phase exponentielle d'ADN matrice. Suivant cette 
methode la comparaison du taux relatif d'ADN matrice est suffisante pour mettre en 
evidence une perte de la quantite d'ADN (deletion d'exon(s)) ou au contraire une 
augmentation de. la quantite d'ADN (multiplication d'exon(s)). 

L'invention concerne en outre un kit pour la mise en oeuvre des precedes de 
10 Tinvention, comprenant une sonde ou un oligonucleotide ou un couple d'amorces tels 
que decrits ci-avant. Les kits de Tinvention comprennerit avantageusement les reactife 
appropries a une reaction ^amplification et/ou d'hykridation, et, eventuellement, un 
support pour de telles reactions (fiitres, membranes, chips, etc.). 

La presente invention est particulierement adaptee au diagnostique d'une 
15 susceptibilite a la maiadie de parkinson, par la recherche d'une alteration genetique 
telle que decrite plus haut dans le gene de la parkine. 

La presente invention est egalement relative a Tutilisation des outils decrits 
ci-avant (acides nucleiques, sondes, polypeptides, anticoips, cellules, animaux) pour 
Identification de composes capables de contrecarrer, au moms en partie, les effets 
20 d'une alteration genetique du gene de la parkine, notamment dans un but 
therapeutique. Ainsi, de tels composes peuvent etre mis en evidence par mise en 
contact d'une composition (ou d*un produit) test en presence d'une cellule ou d'un 
animal tel que decrit ci-avant, et detection d'un effet phenotypique ou genotypique. 

La methode de Tinvention peut notamment permettre Identification de 
25 composes susceptibles d'etre utilises, seuls ou en combinaison avec d'autres r^oduits 
ou traitements, pour le traitement (i.e., la diminution) de la maiadie de Parkinson. De 
tels composes constituent un autre objet de la presente invention. 
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D'autres avantages et applications de la presente invention apparaitront a la 
lecture des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres conune iUustratifs et non 
limitatifs. 

EXEMPLES 

5 A - Legende des Figures 

Figure 1 : Sequence de TADNc codant pour la parkine humaine. Les jonctions entre 
les exons sont indiquees. Le codon initiateur (atg) et le codon stop (tag) sont en gras. 
Le changement OT en position 768 est en gras et souligne. 

Figure 2 : Families presentant des mutations ponctuelles dans le gene de la parkine. La 
10 cosegregation complete de la mutation avec la maladie est representee. Les carres 
(homme) et ronds (femmes) noirs represented les individus affectes avec l'age 
d'apparition (en annees) indique sous le symbole des patients. Les symboles barres 
indiquent des patients decedes. Le nombre de freres et soeurs non affectes, non 
analyses est donne en losange. Pour chaque mutation (changement d'acide amine), le 
15 genotype du membre de la famille est indique (+/+ homozygote sauvage, +/- 
heterozygote pour la mutation ; homozygote pour la mutation). Sous chaque 
genotype, les resultats de detection sont donnes. PAGE : electrophoregrammes avec la 
taille de Tallele en pb ; ASO : autoradiogrammes des alleles mutes et sauvages ; 
PCR/restriction : produits PCR apres digestion avec les enzymes de restriction 
20 appropriees. La longueur des fragments en pb est donnee. Mut : mute ; nd : age 
d'apparition non determine, puisque patient n'est pas conscient des symptomes. 

Figure 3 : Representation et localisation des mutations ponctuelles du gene de la 
parkine. La sequence codante du gene, avec ses 12 exons, est representee (barre). Les 
exons sont numerates 1 a 12. 8 mutations ponctuelles causales sont positionnees 
25 selon leur effet sur la proteine (troncation vs feux-sens). Le domaine ubiquitine-like et 
le motif en anneau ("Ring Finger") sont hachures. Pour les mutations Thr415Asn et 
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Trp453Stop, les sites de phosphorylation (P) et de myristoylation (M) sont indiques. 
UTR; region nontraduite. 

Figure 4 : Resultats de la mise en evidence de deletions d'exons heterozygotes dans 
une famille presentant le syndrome parkinsonien de debut precoce (FPD-GRE-WAG- 
5 155) selon ia methode PCR/multiplexe semi-quantitative de l'invention. Les carres 
(homme) et ronds (femmes) noirs represented les individus affectes. 

Les pics represented les exons produits par PCR/multiplexe semi-quantitative. Les 
chiffres entoures indiquent la hauteur des pics. La regie graduee au-dessus des 
electrophoregrammes indique la taille en paire de bases des produits de PCR. 

10 Tableau 1 : Oligonucleotides utilises pour la technique ASO. Les changements de 
nucleotide dans la sequence des oligonucleotides sont representes en gras et 
souiignes. WT - type sauvage ; V = variant. 

Tableau 2 : Recapitulatif des mutations mises en evidence. Les positions des 
nucleotides sont donnees selon la sequence de d'ADNc publiee dans la banque de 
15 donnees d'ADN japonaise (DDBJ; numero d'acces AB009973) et sont illustrees dans 
la figure 1. PAGE = electrophorese sur gel de polyacrylamide; ASO = technique de 
detection des mutations mettant en oeuvre un oligonucleotide specifique tfun allele. 

Tableau 3 : Caracteristiques cliniques des patirats en fonction du type ^alteration 
genetique. Les patients de la famille IT-020 qui sont heterozygotes composites pour 
20 une mutation faux sens et une mutation tronquante ne figurent pas dans le tableau, a: 
p<0,05 pour la comparaison entre les patients avec une deletion homozygote et les 
patients avec des mutations tronquantes. 

Tableau 4 : Frequence et consequences des deletions/multiplications dexons 
del = deletion, het = heterozygote; horn = homozygote 

25 Tableau 5 : Ratio des resultats obtenus dans la figure 4. La hauteur des pics est 
donnee pour chaque exon dans la partie gauche du tableau, les valeurs des doubles 
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pics ayant ete additionnees. La partie droite du tableau fourai le calcul des ratios des 
valeurs des pics. Italique = valeur normale; souligne = valeur pathoiogique comparee 
au controle. Dans la deuxieme ligne du tableau, pour chaqiie cas, le ratio du temoin 
est divise par le ratio du cas. Les valeurs pathologiques sont ou <0,625 ou > 1,6 
5 (=1/0,625). Des deletions d'exons ont ete detectees pour les sujets FR 155 5 (exon 3), 
FR 155 6 (exon 2), FR 155 8 et FR 155 9 (exons 2 + 3). Pour ces deux derniers sujets 
atteints, la valeur du ratio exon 3/2 est normale etant donne que les deux exons ont ete 
deletes de maniere heterozygote. 

B - Materiel et mfethodes 

10 1. Families et patients 

Dans une premiere serie d'experiences, 38 families ont ete selectionhees selon 
les criteres suivants: syndrome parkinsonien reactif a la levodopa, ii) age de debut au 
plus de 45 ans pour au moins un des membres atteints, et iii) transmission compatible 
avec une heredite autosomique recessive. 

15 Dans une autre serie d'experiences, 77 families ont ete selectionnees selon les 

criteres suivants (comme indique dans Lucking et al, 1998; Abbas et al, 1999): i) 
presence d'un syndrome parkinsonien avec une bonne reponse a la levodopa (£ 30% 
d'amelioration) chez au moins deux membres d'une fratrie (ou un seul s'il y a notion 
de consanguinite); ii) absence de criteres d'exclusion tels que signe de Babinski, 

20 ophtahnoplegie, demence ou dysautonomie survenant avant deux ans d* evolution; 
iii) debut < 45 ans chez au moins un des atteints ; iv) heredite compatible avec une 
transmission autosomique recessive (plusieurs patients dans une seule generation avec 
ou sans notion de consanguinite). Les families etaient originaires de France (n=20), 
Italie (n=19), Grande-Bretagne (n=14), Pays-Bas (n=9), Allemagne (n=9), Liban 

25 (n=2), Algerie (n=l), Maroc (n=i), Portugal (n=l), Vietnam (n=l). 

De plus, 102 cas isoles, sans consanguinite connue, ont ete selectionnes avec 
les meme criteres cliniques. lis etaient originaires de France (n=31), Italie (n=23) et 
Grande-Bretagne (n=26), Allemagne (n=2 1 )n Pays-Bas (n= 1 ) . 
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Tous les patients ont ete evalues selon un protocole standardise. Le consentement 
eclaire de tous les participants a ete recueiili par ecrit. 

2. Analyse du gene de la parkine 

L'ADN des 12 exons codants du gene de la parkine a ete amplifies par PCR a 
5 partir de leucocytes du sang peripherique, pour chaque cas index, selon les conditions 
d6crites dans Kitada et al. Brievement, ramplification a ete realisee sur 100 ng 
d'ADN, en presence de 350 \xM de chaque dNTP, 350 \M de chaque amorce, et de la 
polymerase Taq. Les conditions d'amplification sont de 35 cycles a 94°C pendant 
30sec., k 55-61 °C pendant 30sec, puis a 68°C pendant 30 sec. Pour les exons 4 et 7, 
10 seul le couple d'amorces introniques a ete utilise. La sequence des 12 exons a ete 
realisee sur les deux brins avec les amorces utilisees pour ramplification par PCR, 
avec le kit de sequen?age "Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction" 
(ABI PRISM) et analysee apres electrophorese sur sequenceur ABI 377 avec le 
iogiciel "Sequence Analysis 3.0" (ABI PRISM). 

15 La detection des mutations dans les echantillons et Tanalyse dHme population 

de 45 individus controle a ete effectuee par trois techniques 4 qui peuvent etre utilises 
seules ou en combinaison(s) : PCR/restriction avec Tenzyme de restriction appropriee 
; technique ASO ("Allele Specific Oligonucleotide"), et electrophorese sur gel de 
polyacrylamide ("PAGE"), comme illustre dans le Tableau 2. Plus particulierement, 

20 ces techniques ont ete mises en oeuvre comme decrit ci-apres. 

La technique ASO: Cette ^proche consiste a hybrider deux sondes 
oligonucleotidiques sur un echantillon amplifie (par exemple par PCR), la premiere 
specifique de et recouvrant une alteration genetique, la seconde specifique de et 
recouvrant la region correspondante sauvage. Ainsi, en presence d'un gene mute, seule 



WO 00/31253 



PCT/FR99/02833 



22 

la premiere sonde permet rhybridation avec le fragment d'ADN, alors qu ! en presence 
(Tun gene non-mute, seule la seconde sonde permet rhybridation avec le fragment 
d'ADN. Dans le cas d'un gene heterozygote, une hybridation est obtenue avec chacune 
des sondes. Cette technique peut egalement etre realisee de maniere concomitante a 
5 ['amplification, en utiiisant deux couples d'amorces, le premier comprenant une 
amorce specifique de et recouvrant la region correspondante sauvage. Dans ce mode 
de realisation, en presence d'un gene mute, seul le premier couple permet 
l'amplification d'un fragment d'ADN, alors qu'en presence d'un gene non-mute, seul le 
second couple d'amorce permet Tamplification d'un fragment d'ADN. Dans le cas d'un 

10 gene heterozygote, un produit ^amplification est obtenu avec chacun des couples 

■ * 

d'amorces. 

Pour la mise en oeuvre de cette technique, 10 ]il de produit PCR ont ete 
denatures a 95°C pendant 5 min, deposes sur des membranes nylon Hybond N+ 
(Amersham), puis fixes au microonde a 600W pendant 2 min. Les amorces 
15 specifiques (ou oligonucleotides) utilisees pour la detection (ou, le cas echeant, pour 
Tamplification) sont decrites dans les exemples (voir Tableau 1). Pour Texon3, les 
amorces exoniques Ex3iFor (avant) et Ex3iRev (arriere) ont ete utilisees. La sequence 
de ces amorces est la suivante : 

Ex3iFor : 

20 S-AATTGTGACCTGGATCAGC-S 1 (SEQ JD NO : 6) 

Ex3iRev : 



5 , -CTGGACTTCCAGCTGGTGGTGAG-3 , (SEQ ID NO :7) 
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Ces oligonucleotides (y compris les amorces, dans le cas chine amplification 
simultanee), marques au dCTP32 au moyen du kit Terminal Transferase (Boehringer 
Mannheim) ont ete hybrides aux membranes a 44°C pendant la nuit dans un tampon 
consistent en 5 X SSC, 5 X Denhardts et 0,1% SDS. Les membranes ont ensuite ete 
5 lavees deux fois pendant 30 min dans un milieu 2 X SSC a 59 °C et exposees a un 
film MP (Amersham) pendant 3-6 heures. 

Technique de PCR/restriction : Cette technique est basee sur ^utilisation 
d'enzymes de restriction dont le profil de digestion se trouve modifie du fait de 
l'alt6ration genetique. Preferentiellement, cette technique met done en oeuvre des 

10 enzymes de restriction dont le site est modifie (detruit ou cree) par Alteration 
genetique. Ainsi, selon le profil de digestion de l'acide nucleique (generalement du 
produit d'amplification), il est possible de distinguer la presence ou non de l'alteration 
genetique recherchee. Bien entendu, cette technique est tout particulierement adaptee 
a la recherche d'alterations genetiques caracterisees, entrainant une modification dans 

15 un site de coupure enzymatique. Pour sa mise en oeuvre, 15 ul de produit 
d'amplification est mis a digerer en presence de ou des enzymes de restriction 
appropriees, selon les recommandations du fabricant. Les enzymes particulieres 
utilisees dans les exemples et la taille des fragments de restriction attendue sont 
donnes dans le Tableau 2. 

20 Technique d'electrophorese sur gel de polyacrylamide ("PAGE") : Cette 

technique permet de detecter la presence de mutations par mesure de la taille des 
produits d'amplification. Elle est done tout particulierement adaptee a la detection 
d'alterations genetiques de type insertion ou deletion. Pour sa mise en oeuvre, une 
amorce avant marquee (5'-fluorescente, Hex) a ete utilisee pour amplifier I'exon 2 du 

2; gene de la parkine. La presence de l'alteration 202-203delAG, resultant en un produit 
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PCR plus court (306 vs 308 pb) a ete etablie par mesure de la taille du fragment 

amplifie en utilisant un sequenceur automatique ABB 77 equipe des logiciels 

"Genescan 2.0.2" et "Genotyper 1.1.1" (ABI PRISM). 

La numerotation des nucleotides utilisee dans la presente demande est 
5 donnee par reference a la sequence de 1'ADNc qui figure dans la DNA Data Bank of 
Japan (DDBJ; accession number: AB009973). La sequence est representee sur la 
figure 1. Cette sequence differe de la sequence decrite par Kitada et al. au niveau du 
nucleotide 768. La sequence presentee sur la figure 1 correspond a la proteine sauvage 
rencontree dans les populations europeennes. 

10 3. PCR multiplexe semi-quantitative pour la detection de 

deletions/mu ltiplications d'exons a l' etat homozvgote et heterozygote 

a) Principes 

La detection de deletions heterogygotes ou des multiplications d'exons dans 
15 le gene de la Parkine ne peut pas etre realisee par PCR non quantitative. Ainsi, une 
PCR semi-quantitative qui compare le taux relatif d'ADN matrice est suffisante pour 
savoir s'il manque 50% de l'ADN matrice pour un ou plusieurs exons ou, au contraire 
dans le cas d*une multiplication heterozygote ou homozygote, s'il y a p.ex. 50% 
(duplication heterozygote), 1(50% (duplication homozygote ou triplication 
20 heterozygote) ou 200% (triplication homozygoyte) d'ADN de trop pour un ou 
plusieurs exons. Pour realiser cette comparaison, plusieurs exons d'un meme individu 
sont amplifies simultanement, dans une reaction de PCR (PCR multiplexe), les exons 
coamplifies servant de standard interne de quantite. La PCR est realisee avec des 
amorces fluorescentes, de telle sorte que la quantite de produit PCR peut etre mesuree 
25 par la hauteur de pics sur un sequenceur automatique (ABI Prism 377), comme 
applique par exemple dans le LOH Assay (Loss of Heterozygosity) d' Applied 
Biosystems. La quantite de produit PCR (hauteur du pic) est directement liee a la 
quantite d'ADN matrice tant que la PCR est dans sa phase exponentielle qui signifie 
une absence de limitation par les substrats disponibles. Chaque PCR multiplexe, pour 
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une combinaison donnee d' exons, produit une distribution typique de hauteur de pics 
pour un individu temoin et ainsi des ratios determines entre les differents pics. 

Une deletion homozygote d*un exon sera demontree par Tabsence du pic 
correspondent Si un exon est delete a Petat heterozygote, le pic correspondant aura la 

5 moitie de sa hauteur nonnaie, ce qui changera le rapport entre les exons deletes et non 
deletes par un fecteur 2 par rapport a un temoin (comparant la valeur haute a la valeur 
basse; figure 4 et tableau 4 relatif a la figure 4). Pour les duplications d'exons, les 
rapports changent d*un fecteur 1,5 pour les heterozygotes et d'un fecteur 2 pour les 
homozygotes (toujours en comparant la valeur haute k la valeur basse). Ainsi, les 

1 0 fecteurs pour une triplication heterozygote ou homozygote sont 2 ou 3 , 
respectivement (toujours en comparant la valeur haute a la valeur basse). De fe$on a 
pouvoir detecter egalement une deletion ou une multiplication cie 1' ensemble du gene 
de la Parking un produit de PCR de 328 paires de bases (C328) d'un gene situe a 
distance (gene de la Transthyretin^) est amplifie et sert de standard exteme dans une 

15 des PCR multiplexes. Le fait que seulement les rapports des hauteurs entre les pics 
soient comparees rend, en premiere approximation, la methode independante de la 
quantite et de la qualite de T ADN. 

b) Etablissement des conditions appropriees de PCR multiplexe 

Au cours d'experiences preliminaires, il a ete note que les exons qui 
20 s'amplifient le mieux pouvaient influencer de fe?on negative i'amplification d'autres 
exons, pour lesquels Tefficacite etait moins bonne. Ainsi, les exons dont Tefficacite 
d'amplification etait comparable ont ete regroupes. De plus, comme la taille du 
produit PCR peut influencer le rendement de I'amplification (les sequences courtes 
etant en regie mieux amplifiees que les longues), le regroupement des produits de 
25 PCR de taille comparable dans la reaction multiplexe a ete effectue. Ainsi, trois 
combinaisons d'exons ont ete choisies : 

Comb 1: Ex 4o (261 bp) + 7o (239 bp) + 8 (206 bp) + 1 1 (303 bp), 
Comb 2: Ex 5 (227 bp) + 6 (268 bp) + 8 (206 bp) + 10 (165 bp) et 
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Comb 3: Ex 2 (308 bp) + 3i (243 bp) + 9 (278 bp) + 12 (255 bp) + C328 
(controle exteme de 328 paires de base). 

Les amorces utilisees sont celles decrites par Kitada et al (1998). Pour 
Texon 3, une paire d'amorces exoniques a ete utilisee : 

5 For :5'-(Hex)AATTGTGACCTGGATCAGC-3' (SEQ ID NO : 8) et 

Rev :5'-CTGGACTTCCAGCTGGTGGTGAG-3 ' (SEQ ID NO :9). 

Les amorces pour C328 etaient : 

TTRForHex : 5 '-(Hex)ACGTTCCTGAT AATGGGATC-3 9 (SEQ ID NO : 10) 

et 

10 TTR328Rev : 5' -CCTCTCTCTACCAAGTGAGG-3 ' (SEQ IP NO :1 1). 

De fapon a obtenir des pics de hauteurs comparables dans chaque PCR 
multiplexe et pour se situer dans la phase exponentielle pour chaque exon, les 
conditions de PCR ont ete ajustees de fa$on permanente (en suivant en partie les 
recommandations de Henegariu et al (Henegariu et al, 1997). En particulier, les 
15 temperatures d'hybridation et d'extension ont ete diminuees et la concentration de 
MgCk et la duree de Textension ont ete augmentees. De plus, les concentrations 
d'amorces ont ete ajustees a partir d'une concentration standard de 0,8{iM, selon 
1'efficacite d'amplification (les concentrations d'amorces etaient diminuees pour les 
exons qui s'amplifiaient bien, et augmentees pour les autres). 

20 Chaque combinaison d'exons a ete testee pour verifier que Ton situait dans la 

phase exponentielle et ce, dans deux PCR multiplexes en parallele pour les 3 
combinaisons d t amorces, sur un individu temoin avec 22, 23 et 24 cycles. Les 
hauteurs de pics ont ete corrigees pour les variations de depots selon le marqueur de 
poids moleculaire interne (TAMRA 500 XL d' Applied Biosystems). Les hauteurs de 

25 pics corrigees etaient comparees au nombre de cycles, et representent, sur une echelle 
logarithmique, une droite ascendante qui demontre que Ton situe dans la phase 
exponentielle pour les conditions suivantes: 
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5 minutes a 95°C pour un cycle, 

30 secondes a 95°C, 45 secondes a 53°C et 2,5 minutes a 68°C pendant 23 
cycles, 

5 minutes a 68°C pendant un cycle. 
5 La reaction etait realisee avec 40 ng d'ADN dans un volume de 25ul de solution de 
PCR, avec 3mM de MgCl 2 , 0,2 mM dNTP et 1U Taq/25ul. La concentration de 
chaque primer etait: 

Ex 2 (0,8 pM), Ex 3 (0,4 uM), Ex 4 (1.0 uM), Ex 5 (0,6 uM), Ex 6 (1,4 uM), Ex 7 
(o,44 uM), Ex 8 (dans comb 1: 1,0 uM et dans comb 2: 0,8 uM), Ex 9 (0,4 uM), Ex 
10 10 (1,04 uM), Ex 1 1 (0,8 pM), Ex 12 (1,2 uM) et C328 (1,92 uM). 

c) Applications de la PCR multiplexe, cohtrdles internes et 
electrophorese 

En regie generate, tes PCR multiplexes ont ete effectuees au moins dans deux 
reactions paralleles pour chaque individu. Pour chaque serie de patient, au moins un 
15 controle positif (avec une deletion heterozygote d'exons connus) et un controle negatif 
(individu temoin) ont ete traites en parallele pour obtenir tes valeurs normales et 
pathologiques pour chaque prcmix de reaction, de facon a eviter les resultats errones 
dus a des differences possibles dans le premix (variation de pipetage). Deux temoins 
additionnels ont ete ajout6s, qui ne contenaient pas d'ADN matrice. 1.5 a 2,5ul du 

20 produit de PCR ont ete melanges avec 4ul de tampon de chargement (incluant 0.3ul du 
marqueur de taille TAMRA 500 XL d'Applied Biosystems). 1,5 pi de ce melange a ete 
charge sur un gel de polyacrylamide denaturant a 4%, contenant 96 puits sur un 
sequenceur automatique ABI 377. Les gels sont analyses par les logiciels GeneScan 
3.1 et Genotyper 1.1.1 (Applied Biosystems). Les hauteurs de pics sont mesurees 

25 comme indiqu6 dans Genotyper. Pour les doubles pics avec une paire de bases de 
difference (causees par le fait que la polymerase Taq ajoute inconstamment un A a 
chaque extremite), les deux hauteurs de pics sont additionnees. Les rapports de chaque 
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combinaison de pics sont calcuies pour chaque reaction, utilisant le logiciel Excel 5.0 
(tableau 5) et ies valeurs moyennes sont caiculees pour deux reactions. 

d) Interpretation 

Pour les deletions, les resultats sont interprets comme pathologiques si la 
5 difference de rapport etait un facteur d'au moins 1,6 ou <0,625 (=1/1,6) dans tous les 
rapports respectifs entre le temoin et le cas (ratio du sujet/ ratio du control - tableau 5 
relatif a la figure 4). Lorsque des differences de rapports entre les reactions paralleles 
sont discordantes (par exemple, a cause dWe amplification faible dans Tune des 
PCR), les rapports obtenus avec une amplification satisfaisante sont pris en compte a 
1 0 condition qu'ils soient normaux. 

Pour les duplications, un changement des rapports d'qn facteur 1,30-1,65 ou 
>1,75 est interprete comme une duplication h&erozygote ou homozygote, 
respectivement (en comparant la valeur haute a la valeur basse). 

Pour une triplication, un changement des rapports d*un facteur 1,6-2,4 ou >2,6 
15 est interprete comme une triplication heterozygote ou homozygote, respectivement 
(en comparant la valeur haute a la valeur basse). 

Cependant, comme les conditions ont ete ajustees en permanence pendant le 
developpement de la methode, quelques-uns des resultats ont ete obtenus dans des 
conditions legerement differentes. Ces resultats sont pris en compte lorsqu'ils sont 
20 clairement normaux ou pathologiques et reproductibles. Dans les situations ambigues, 
I' experience etait repetee dans des conditions adaptees. 

4. Analyse de la cosegregation et d'une population temoin 
a) Mutations ponctuelles 

Les variants de sequence de la Parkine ont ete testes pour leur cosegregation 
25 dans les families (selon la disponibilite d'autres echantillons) et pour leur presence 
dans une population de temoins sans syndrome parkinsonien (61 a 73 individus). A 
cause du caractere certainement pathogene de la mutation 1142-1143delGA, des 
temoins n'etaient pas testes pour cette mutation. Les techniques utilisees sont PCR et 
digestion avec 1' enzyme de restriction appropriee ou electrophorese en gel de 
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polyacrylamide (PAGE = polyacrylamide gel electrophoresis) (voir tableau 2). Quand 
le variant ne provoquait pas de changement de site de restriction par lui-meme, un site 
etait artificiellement cree a l'aide d'une amorce avec un mismatch- Les amorces 
etaient concues de facon a introduire le changement d'une base a proximite de la 
5 position du variant de sequence, de facon a creer un site de restriction qui inclut ce 
variant Les amorces sont indiques dans le tableau ci-dessous. 

Amorces modifiees (non compl6mentaires de la sequence sauvage pour une base) 
pourPCR: 

10 



Mutation 


Enzyme de 
restriction 


Primer F 


Primer R 


Asp280Asn 


Alwl 


Ex 7o For 


5 '-GGCAGGGAGTAGCCAAGTTGAGGAT-3 ' 
(SEQIDNO:12) 

sequence sauvage G 


Arg334Cys 


BstUI 


Ex 9 For 


5'-AGCCCCGCTCCACAGCCAGCGC-3' 
(SEQIDNO:13) 

sequence sauvage G 



Le changement de paire de bases introduit est souligne par comparaison a la sequence 
sauvage. 



15 b) Deletions ou multiplication d'exonshomozygotesetheterozygotes 

La cos6gregation d'une deletion ou d'une multiplication d'exons dans les 
families etait analysee a l'aide des methodes precedemment decrites. Une population 
controle n'a pas ete testee en raison du caractere tres probablement pathogene des 
mutations, qui entraine une deletion interne de la proteine, avec ou sans decalage du 

20 cadre de lecture. 

^ Analyse de s liaisons peneticues 
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Pour tester la liaison au locus PARK2, quatre marqueurs de type 
microsatellite, situes a proximite du locus, etaient testes (D6S1579, D6S411, 
D6S1550 et D6S305) comme decrits par Tassin et al (1998). 

5 C - Resultats 

a) Dans une premiere serie d'experiences, V analyse du gene de la 
parldne a ete realisee chez le cos index de 38 families avec AR-JP qui component 
87 patients. 

1. Detection de deletions d'exons 

10 L'amplification des exons a revele la presence d'ime deletion a l'etat 

homozygote dans trois families: deletion de l'exon 3 dans une famille finan9aise (SAL- 
024) et une portugaise (SAL-711), et des exons 8 et 9 dans une famille algerienne 
(DEL-001). Ces deletions se transmettent avec la maladie car elles sont detectees dans 
chaque famille a Tetat homozygote chez tous patients mais pas chez les apparentes 

1 5 sains preleves (figure 2). 

2. Detection de mutations ponctuelles 

L'analyse de sequence dans les families sans deletion homozygote a revele la 
presence de 16 variants de la sequence nucleique: 12 dans les exons et 4 dans les 
introns (tableaux 2 et 3, figure 3). Trois variants entrainent un decalage du cadre de 

20 lecture et la synthese d*une proteine tronquee. II s'agit'des mutations 202-203delAG 
(Gln34Arg(Stop37)) et 255delA (Asn52Met(Stop81)) dans Texon 2 et 32I -322insGT 
(Trp74Cys(Stop81)) dans l'exon 3 trouvees respectivement dans les families IT-020 et 
UK-086, TOU-096, LYO-1 19. Ces mutations, a Texception de 202-203deiAG sont a 
Tetat homozygote. Une mutation non sens 1459G>A (Trp453Stop) dans Texon 12 est 

25 presente a Tetat homozygote dans la famille IT-006. Huit des variants sont de type 
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feux sens. Dans I'exon 4, 584A>T (Lysl61Asp) et 601G>A (Serl67Asn) sont a l'etat 
heterozygote chez les patients des femilles IT-020 et SAL-730, respectivement. Dans 
I'exon 7, les variants 8670T (Arg256Cys) et 9240T (Arg275Trp) sont trouves a 
Vetat heterozygote dans les families DE-012 et IT-015, respectivement. Dans I'exon 
5 10, le variant 1239G>C (Val380Leu) est trouve a l'etat heterozygote et homozygote 
dans 11 families (TT-014, IT-020, H-058, SAL-017, GRE-029, SAL-038, TOU-096, 
SAL-431.UK-006, UK-086, DE-022). Dans I'exon 11, le variant 1281G>A 
(Asp394Asn) est detecte a l'etat heteiroygote dans la famille UK-046 et 1345C>A 
(Thr415Asn) a l'etat homozygote dans la famille IT-014. Enfin, le variant 7680T 
10 (Pro223Ser) n'est pas pathogeny car il est detecte a l'etat homozygote chez tous les 
individus sequences suggerant qu'il s'agit dune erreur typographique dans la sequence 
de la parkine [Kitada et al., 1998]. La recherche de ces variants dans la population 
temoin revele que trois d'entre eux representent des polymorphismes (tableau 2) : 
Serl67Asn, Val380Leu et Asp394Asn. Les autres variants constituent tres 
15 probablement des mutations causales car ils entrainent la synthese de parkine 
tronquee ou des substitutions non conservatives ou des substitutions portant sur un 
des acides amines susceptible d'etre phosphoryles. De plus, Us segregent avec la 
maladie dans les femilles et ne sont pas detectes dans 90 chromosomes de temoins. 

Les variants identifies dans les introns 2, 3, 6 et 7 (IVS2+25T>C 
20 (272+25T>C), IVS3-20OT (514-20OT), IVS6+19T>C (835+19T>C) et IVS7- 
35A>G (973-35A>G)) constituent des polymorphismes (tableau 2). lis ne sont pas 
localises a proximite des sites d'epissage et sont detectes dans les chromosomes de 
temoins. 

1 Hnmaines fonctiormels de la Parkine 
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Une etude des domaiaes fonctionnels de la parkine a ete entreprist 
analyse et comparaison de sequences. Cette etude montre que le change 
conservatif d'acide amine Thr415Asn est localise dans la sequence consensus < 
proteine kinase cAMP- et cGMP-dependante (KKTT) et dans le sit* 
5 phosphorylation dHine proteine kinase C (TTK). Cette etude montre en outre q 
mutation non-sens Trp453Stop est localisee dans un site N-tenninal de myristoyl 
(GCEWNR). 

4. Correlations phenotvpe genotype 

Les deletions homozygotes et les mutations ponctuelles ont ete dete 
10 dans 12 families qui comportent 26 patients. L f age moyen de debut est de 36,' 
avec des extremes de 7 a 56 ans (tableau 3). La comparaison entre les families 
les consequences fonctionneiles des mutations (deletion homozygote, mul 
tronquante et mutation faux sens) ne revele pas de differences significative de Ta 
debut, de la severite ou de la frequence des signes associes, sauf pour le trembU 
15 qui est significativement moins frequent dans les families avec une de 
homozygote, compare aux families avec des mutations tronquantes (tableau 3). 

b) Detection de nouvelles mutations ponctuelles 
Huit nouvelles mutations ponctuelles dans des exons ont ete identifiees 
20 six sont des mutations faux-sens, une tronquantes et une non-sens: 73 
(Lys211Asn) dans l'exon 6, 905T>A (Cys268Stop), 939G>A (Asp280A* 
966T>G (Cys289Gly) dans l'exon 7, 1084G>A (Giy328Glu), 1 142-1 143delC 
1 101OT (Arg334Cys) dans l'exon 9 et 1390G>A (Gly430Asp) dans l'exon 12 
des mutations faux-sens conduisent a des changements d'acides aminej 
25 conservatifs et une a un changement conservatif (Cys289GIy). De plus, une di 
de cinq paires de bases dans Tintron 8, localisee aux positions —2 1 a —1 7 par rap 
l'exon 9 a ete mise en evidence. Tous ces variants de sequence n'ont pas ete d< 
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chez 61 a 73 individus temoins (la mutation 1 142-1 143delGA n'etant pas testee) et ne 
representent done pas des polymorphismes. Les resultats sont detailles dans le 
tableau 2. 

c) Detection de nouveUes deletions homozygotes d'exons 

5 Des deletions homozygotes d'exons ont ete detectees dans 3 families en plus 

des deletions rapportees precedemment par Hattori et al (1998a) et Lacking et al 
(1998) pour l'exon 3 et par Hattori et al (1998a) pour les exons 3+4. Ces deletions 
concernent les exons 3 (FDP-ANG-GEO-141), 3+4 (IT-064) et 5+6 (SPD-LIB-HAG- 
076). Les consequences des deletions d'exons sur le cadre de lecture et leur frequence 

10 relative dans l'echantillon sont indiquee dans le tableau 4. 

d) Detection des duplications/triplications homozygotes et heterozygotes 
Cinq nouveaux types de duplications d'exons ont ete detectes: une duplication 

de l'exon 3 a l'etat homozygote (SPD-NIC-AIT-091) et une duplication de l'exon 3 a 
l'etat heterozygote (SAL 399 213). En plus, des duplications heterozygotes de l'exon 6 
15 (FPD-LIL-CHA-171), de l'exon 7(DE 4001) et de l'exon 1 1 (SAL 399 213) ont ete 
detectees.Deux types de triplication ont ete detectes: une triplication de l'exon 2 a 
I'etat homozygote (RM 347) et a l'etat heterozygote (RM 330). 

e) Detection de nouveUes deletions heterozygotes 

20 Treize differentes combinaisons de deletions heterozygotes d'exons ont ete 

mises en evidence dans 21 families. Les deletions suivantes ont ete observees: exons 
2, 2+3, 2+3+4, 3, 3+4, 3-6, 3-9, 4, 5, 6, 6+7, 7+8+9 et 8. Les deletions d'exons 2, 
2+3, 2+3+4, 3-6, 3-9, 6, 6+7, 7+8+9 et 8 sont nouveUes. 

Pour deux families (Sal-Hab-436 et UK 12416), il n'a pas pu etre etabli avec 

25 certitude si les mutations heterozygotes des exons 2+3 ou 6-7, respectivement, etaient 
situees sur le raeme chromosome ou s'il s'agissait des cas heterozygotes composites a 
cause de l'absence d'ADN pour d'autres membres de ces families. Les consequences 
des deletions et des multiplication d'exons decrites sur le cadre de lecture et leur 
frequence relative-dans notre echantillon sont indiquees dans le tableau 4. 
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f) Mutations ponctuelles recurrentes 

Cinq mutations ponctuelles ont ete mises en evidence dans plus d'une famille. 
Ces mutations sont 202-203delAG (a l'etat heterozygote ou homozygote dans 
5 families), 255delA (a l'etat homozygote ou heterozygote dans 6 families), 
5 Lys211Asn (a l'etat h&erozygote dans 2 families), et Arg275Tip (a l'etat 
heterozygote dans 5 families). 

g) Frequences des differents types de mutations et des heterozygotes 
composites 

10 Parmi les families avec des mutations de la Parkine, des deletions 

homozygotes d'exons ont ete detectees dans 8 families, des mutations ponctuelles a 
l'etat homozygote dans 10 families, une duplication d'exon homozygote dans une 
famille et une triplication d'exon dans une famille. Les patients de 21 families etaient 
heterozygotes composites pour deux mutations differentes (3 fois pour les mutations 

15 ponctuelles differentes, 6 fois pour une mutation ponctuelle et une deletion d'exon, 
deux fois pour une mutation ponctuelle et une duplication, une fois pour une 
triplication et une deletion d'exon, une fois pour deux duplications d'exon differentes 
et 6 fois pour deux deletions differentes d'exons; voir exemple figure 4). Dans deux 
cas, il n'etait pas possible de determiner s'il s'agissait d'heterozygotes aux deletions 

20 de plusieurs exons adjacents composites, et dans 13 cas, seule une mutation a l'etat 
heterozygote (6mutations ponctuelles et 7 mutations d'exons) etait detectee. 

D) Discussion 

25 La presente invention se rapporte a des variants du gene de la Parkine, leur 

utilisation diagnostique et/ou therapeutique, ainsi que des techniques pour la detection 
d'alterations (notamment de deletions d'exons heterozygotes et de multiplications 
d'exons) du gene de la Parkine. 
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La mise en evidence de differentes alterations genetiques (notamment de 
deletions homozygotes, de mutations ponctuelles, d'insertions et de multiplications 
d'exons) causales demontre que les anomalies du gene de la parkine constituent une 
cause frequente d'AR-JP. 

5 1. Premiere etude sur 38 families europeennes 

Une premiere etude a permis de mettre en evidence l'existence de deletions, 
mutations et insertions dans le gene de la parkine. 

Le role pathogene des deletions homozygotes parait facile a etablir. Dans les 
2 mutations decrites, deletions de l'exon 3 et des exons 8-9, la perte de l'exon 
10 s'accompagne d*un decalage du cadre de lecture condui'sant a l'apparition d"un codon 
de terminaison premature. En I'absence d'epissage altematif, il en resultera un 
proteine tronquee. 

Huit des variants exoniques constituent des mutations causales. 
Premierement, ces mutations segregent avec la maladie dans les families. 

15 Deuxiemement, ces variants ne sont pas detectes par ASO, PAGE ou PCR/restriction 
dans 90 chromosomes de temoins. Troisiemement, les consequences fonctionnelles 
des mutations apparaissent deleteres. H est facile de concevoir que les 4 mutations 
ponctuelles tronquantes (Gln34Arg(Stop37), Asn52Met(Stop81), Trp74Cys(Stop81), 
Trp453Stop), detectees a l'etat homozygotes chez les patients de 3 des 5 families, vont 

20 causer une perte de fonction de la parkine en accord avec la transmission autosomique 
recessive de la maladie. Trois des quatre mutations faux sens entrainent des 
changements non conservatifc d'acides amines. L"un d'entre eux (Lysl61Asp) est 
associe a une mutation tronquante sur l'autre allele qui renforce l'hypothese d"un role 
pathogene. Une mutation faux sens est conservative (Thr415Asn), mais affecte un site 

25 potentiel de phosphorylation. Trois des mutations faux sens sont presentes a l'etat 
heterozygote chez des patients dont l'autre mutation n'a pas ete caracterisee. II est 
probable qu'il s'agit de deletions d'un ou plusieurs exons a l'etat heterozygote qui ne 
peuvent etre visualisees avec les techniques utilisees pour cette etude. 
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Les anomalies du gene de la parfcine mises en evidence sont variees et il 
n'existe pas de hot spot de mutations, n faut noter que les mutations ponctuelles 
tronquantes correspondent preferentiellement aux regions N- et C-terminales de la 
parkine (comprenant en particulier les motifs ubiquitine-like et en anneau "RING- 

5 finger", respectivement) alors que les mutations de type faux sens affectent la region 
centrale. Seules deux des 11 mutations decrites dans cette premiere etude sont 
rencontr6es dans plusieurs families. La deletion homozygote de I'exon 3 est detectee 
dans les families francaise SAL-024 et portugaise SAL-711. La mutation avec 
decalage du cadre de lecture 202-203delAG (Gln34Arg(Stop37)) est visualisee a 1'etat 

10 heterozygote dans les families italiennes IT-020 et anglaise UK-086. L'origine 
differente des families est en faveur de lTiypothese de la survenue independante de ces 
mutations. 

Les mutations decrites affectent des families provenant de 6 pays: Alg6rie, 
AUemagne, Angleterre, France, Italie et Portugal. L'etude du phenotype dans les 
1 5 families avec une mutation montre que le spectre clinique associe aux anomalies de la 
parkine est plus etendu que dans les families japonaises [Kitada et al., 1998]. Ces 
resultats confirment les observations faites dans des families Europeennes et 
d'Afnque du Nord etudiees par .liaisons genetiques [Tassin et al., 1998]. L'age de 
debut est superieur a 50 ans chez plusieurs patients, allant jusqu'a 56 ans. Certains 
20 signes cliniques tels que la dystonie ou les signes pyramidaux aux membres inferieurs 
ne sont pas toujours presents chez les porteurs de mutation meme apres des durees 
devolution de plusieurs decennies. Globalement le phenotype reste tres similaire 
entre les groupes de patients classes selon les consequences fonctionnelles des 
mutations. Cependant, la presence d'episodes de dystonie douloureuse semble 
25 rencontree exclusivement chez les patients porteurs de deletions homozygotes. 
L'absence de difference significative pour l'age de debut, la severite et la frequence 
des signes associes entre les mutations ponctuelles tronquantes et les faux sens 
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suggere que les acides amines modifies dans ces demieres jouent im role important 
dans la physiologie de la parkine. 

En conclusion, cette premiere etude souligne la frequence des mutations du 
gene de la parkine dans les syndromes parkinsoniens familiaux de debut precoce en 

5 Europe. Des anomalies de ce gene sont aussi a 1'origine de syndromes parkinsoniens 
plus tardifs ou atypiques. II reste a determiner le role de mutations de la parkine ou de 
ses polymorphismes dans les cas isoles. Les mutations detectees sont tres diverses 
tant par leur nature que par leur localisation. L'etude de leur localisation dans la 
parkine suggere que de nombreuses regions de la proteine concourent a sa fonction, 

10 encore inconnue. 

2. Methode de detection des deletions d'exons et des multiplications 
d'exons 

Pour la premiere fois, la detection de deletions d'exons a l'etat heterozygote et 
15 de multiplications d'exons (p.ex. duplication, triplications) a l'etat homozygote et 
heterozygote dans le gene de la Parkine est decrite. Cet aspect est interessant car les 
deletions d'exons sont relativement frequentes (voir plus loin). Comme methode de 
detection, un protocole de PCR multiplexe semi-quantitative a ete choisi et mis au 
point. Cette methode avait precedemment ete validee pour le dosage genique, par 
20 exemple pour la detection de deletions du gene PMP22 (Poropat et Nicholson, 1998), 
a condition que ^amplification par PCR soit dans la phase exponentieUe. Dans toutes 
ces experiences, le choix de temoins co-amplifies qui servent de standard pour la 
quantification est crucial (Prior, 1998). Dans 1'experience, les exons non deletes 
servent de temoins internes dans ^amplification par PCR multiplexe chez le meme 
25 individu. Les combinaisons de 4 ou 5 exOns ont ete choisies de facon a ne pas 
contenir plus de 2 exons adjacents, car de tels exons ne peuvent pas servir de 
controles dans le cas d'une deletion des deux. L'exon d'un gene different 
{Transthyretine) a ete co-amplifie dans l'une des trois combinaisons pour identifier 
des deletions heterozygotes de l'ensemble du gene Parkine. Ce controle exteme etait 
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indirectement represents dans les deux autres combinaisons, qui incluent des exons de 
par et autre de Texon 9; ce dernier etant teste avec la Transthyretins. 

Les resultats obtenus par cette methode etaient tres reproductibles et les 
resultats anormaux montrent des differences dans les rapports d'un facteur, qui 
5 correspond a celui attendu en theorie. Ces resultats montrent qu'il s'agit d'une 
methode simple et validee pour un criblage rapide. De plus, des petites deletions ou 
insertions dans le produit PCR, qui sont relativement frequentes (voir ci-dessous) 
peuvent etre detectees simultanement par cette methode. 

10 3. Deletions d 9 exons et multiplications d' exons 

II a ete possible d'identifier quatre duplications d'exons et une triplication 
d'exons jamais decrites dans le gene de la Parkine auparavant, mais dont la frequence 
relative est faible. De plus, 10 combinaisons de deletions d'exons nouveiles ont ete 
identifiees avec, pour la premiere fois, la demonstration des deletions qui emportent 

15 Texon 2. La frequence relative des mutations ponctuelles et des deletions d'exons a 
ete estimee a environ 50%. Ainsi, les deletions d'exons (heterozygotes ou 
homozygotes) peuvent representer jusqu'a 50% des mutations de la Parkine, 
soulignant Tinteret de la technique decrite ici. De fait, cette technique a permis de 
detecter des mutations dans 26 des 53 families. Ainsi, dans l'echantiilon etudie les 

20 mutations ponctuelles et les deletions dans le gene de la Parkine ont la meme 
frequence, alors que les deletions d'exons sont majoritaires dans la population 
japonaise (Hattori et al, 1998). Les consequences fonctionnelles des deletions ou des 
multiplications d'exons decrites (decalage du cadre de lecture ou 
deletion/multiplication en phase) ont ete deduites des sequences d'ADMc publiees de 

25 la Parkine (Kitada et al, 1998) et sont speculatives, car Tabsence de produit de PCR 
n'indique pas qu'il y a forcement deletion de Texon dans sa totalite (voir ci-dessus). 
Cependant, le role pathologique des modifications detectees est tres probable, car 
elles se transmettent avec la maladie dans les frimiiles qui ont pu etre testees, elles 
sont associees a des mutation ponctuelles chez des heterozygotes composites et les 

30 deletions sont identifiees avec une frequence similaire a celle des mutations 



10 



WO 00/31253 PCT/FR99/02833 

39 

ponctuelles. De meme, dans les cas isoles, la frequence des deletions heterozygotes et 
des mutations ponctuelles est similaire. Dans le cas de l'exon 3, des amorces 
exoniques ont ete utilisees, qui demontrent l'alteration de cet exon iorsqu'il n'y a pas 
de produit de PCR. En plus, dans une partie des cas, plusieurs exons juxtaposes 
i etaient deletes simultanement, ce qui est un argument pour une grande deletion 
genomique. 

Des del6tions ou des multiplications heterozygotes de l'ensemble du gene de 
la Parkine n'ont pas ete observees. H s'agit probablement d'un eveneraent rare compte 
tenu de la tres grande taille (environ 500 kb) de ce gene (Kitada et al, 1998). 

Les deletions d'exons observees touchent frequemment les exons 3 a 5. Cette 
observation est confirmee dans les families europeennes. De plus, il estdemontre que 
l'exon 2 seul ou associe a d'autres, est aussi frequemment implique dans les families 
europeennes (tableau 2). 

15 

4. Nouvelles mutations ponctuelles 

L'identification de 8 nouvelles mutations ponctuelles (6 de type faux-sens, 1 
tronquantes et 1 de type non-sens) augmente la diversite des mutations ponctuelles du 
gene de la Parkine. Les mutations decrites sont palhogenes, comme a montre la 
20 segregation avec la maladie, et ne sont pas detectees chez 1 22 a 147 chromosomes de 
temoins (la mutation 1142-1 143delGA pas inclue). Meme si le changement 
Cys289Gly est conservatif, ce changement d'acide amine peut avoir des consequences 
deleteres importantes, si la cysteine en position 289 est impliquee dans un pont 
disulfure, important pour la fraction de la proteine. 
25 De fecon interessante, 2 patients de la famille UK-040 presentent 3 mutations 

differentes (voir tableau 5) : une mutation faux-sens Arg334Cys dans l'exon 9 a l'etat 
homozygote, une deletion homozygote de 5 paires de bases en position -17 a -21 de 
rintron 8, et une mutation faux-sens non conservative Asp280Asn a l'etat 
heterozygote. On peut suspecter que la mutation Arg334Cys a l'etat homozygote est 
30 causale, mais la deletion de cinq paires de base a l'etat homozygote, a proximite du 
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site accepteur epissage de Texon 9, pourrait aussi avoir des consequences 
fonctionneiles. 

Cinq mutations ponctuelles sont presentes dans plusieurs families analysees. 
Les trois plus frequentes sont 255delA (detectee dans 6 families) et 202-203delAG 
5 (trouvee dans 5 families) et Arg275Trp (detectee dans 5 families). Un effet fondateur 
pourrait etre suspecte pour la mutation 255delA qui touche 5 families fran9aises. 
Cependant, cette hypothese ne pourra etre verifiee que par F analyse des haplotypes. 

5. Genetique epidemiologique 

10 Les resultats obtenus montrent que 34 des 77 families avec un syndrome 

parkinsonien de debut precoce presentent des mutations du gene de la Parkine* 
soulignant T importance de ce gene dans les families europeennes. La detection de 
mutations dans 18 des 102 cas isoles et analyses est plus difficile a interpreter car 
Feffectif est plus petit et l'analyse de certains cas n'est pas complete. Cependant, il 

15 est frappant de constater que Tage de debut des 7 cas pour lequel il est connu est 
particulierement precoce (13 a 22 ans) et qu*il y a tres peu de cas a debut tres precoce 
sans mutation du gene de la Parkine (par exemple, IT-NA-JMP-3). Ce resultat 
suggere que la frequence des mutations du gene de la Parkine dans des cas isoles croit 
lorsque leur age decroit, specialement avant Tage de 25 ans. L'observation de 

20 mutations du gene de la Parkine dans des cas isoles n'est pas surprenante si l'on 
considere que dans des families de petite taille, une maladie autosomique recessive a 
toutes les chances d'apparaitre comme un cas isole. L'analyse d'un echantiilon plus 
large sera utile pour determiner precisement la frequence des mutations de la Parkine 
chez les cas isoles, selon Tage de debut 

25 Des mutations ont ete identifiees dans des families dorigines tres variees : 

France, Italie, Grande Bretagne, Allemagne, Pays Bas, Algerie, Portugal. Ces resultats 
montrent que les mutations du gene de la Parkine sont mises en evidence dans toutes 
les populations testees jusqu^ present. 
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6. Patients avec une anomatie du gene de la Par/dne a I'etat 
heterozygote 

Bien que la technique de detection des deletions heterozygotes d'exons ou des 
multiplications d'exons nous ait pennis d'identifier des cas heterozygotes composites, 

5 dans environ 1/4 des families (13 sur 53) une seule mutation a ete detectee. II s'agit de 
6 cas avec une mutation ponctuelle a I'etat heterozygote et de 7 avec une deletion 
d'exon a I'etat heterozygote. Le r61e pathogene de ces mutations est tres probable, car 
ils causent un changement d'acide amine non conservatif ou une proteine tronquee. 
De plus, une de ces mutations de type faux-sens (Arg275Trp) est associee a une autre 

10 mutation ponctuelle heterozygote (Gly430Asp) et a des deletions d'exon 
h6terozygotes (exon 3-6 ou exon 5+6), portee par l'autre allele dans trois families 
differentes. L'absence de detection d'une mutation ; sur l'autre' allele dans43 families 
suggere qu'une seconde mutation non detectee affecte une autre region du gene. Cette 
hypothese est renforcee par le fait que dans 6 families probablement liees au locus 

15 PARK2, car les patients sont haploidentiques pour 4 marqueurs de la region, aucune 
mutation n'a ete detectee. Ainsi, d'autres regions du gene pourraient etre affectees, 
telles que les regions promotrices, les regions 5' et 3' non traduites, ou des sequences 
introniques. 

20 7. Heterogeneite genetique des syndromes parkmsoniens autosomiquds 

recessifs de debut precoce 

Dans 5 des 77 families, une liaison genetique au locus Parkine a pu etre 
exclue. De plus, aucune mutation n'a ete identifiee dans 21 families pour lesquelles ce 
locus n'a pas pu etre formellement exclu. Ces resultats suggerent qu'il pourrait exister 
25 au moins un autre locus pour des families avec un syndrome parkinsonien 
autosomique recessif de debut precoce en Europe. Cette hypothese avait ete proposee 
par Leroy et al (1998), qui rapporte une famille avec deux branches, dont l'une 
presente des deletions du gene de la Parkine, alors que l'autre ne presente ni ces 
deletions ni le meme haplotype, ce qui exclu une liaison a ce locus. 

30 
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S. Conclusions 

Une nouvelle methode pour la detection de deletions heterozygotes d'exons 
ou des multiplications d'exons est rapportee. En particulier, les 
duplications/triplications d'exons et des deletions de i'exon 2 et d'autres 

5 combinaisons d'exons sont nouvelles. En combinaison avec le sequenpage d'exons, 
huit nouvelles mutations ponctuelles et une deletion intronique qui pourrait affecter 
un site d'epissage, ont pu etre identifiees. Ainsi, 34 des 77 families analysees (environ 
50%) presentent des mutations du gene de la Parkine. De plus, les mutations de ce 
gene ont ete detectees dans 19 cas isoles. Dans la population europeenne, la 

10 proportion de mutations ponctuelles et de deletions d'exons semble identique. Deux 
points chauds de mutations qui correspondent pour les deletions aux exons 3 a 5 et a 
trois mutations ponctuelles (202-203delAG, 255delA et Arg275Trp) ont, en outre, ete 
mis en evidence. 
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TABLEAU 1 



Position Changement Sequence oligonucleotidique 
de nucleotide 



5 


Ex3 


321-322insGT 


WT:5 , -TGCAGAGACC = GTGGAGAAAA-3' (SEQ IDN:14) 
V: 5'-GCAGAGACCGTGTGGAGAAA-3' (SEQ ID N :15) 


10 


Ex4 


584A>T 


WT: 5'-GCCGGGAAAACTCAGGGTA-3' (SEQ ID N :16) 




Ex7 


8670T 


WT: S'-TGCAACTCCCGCCACGTGA-S* (SEQ ID N :18) 
V: 5'-TGCAACTCCTGCCACGTGA-3' (SEQ ID N :19) 


15 


ExlO 


1239G>C 


WT: S'-TGCAGTGCCGTATTTGAAG-S' (SEQ ID N :20) 
V: 5'-TGCAGTGCCCTATTTGAAG-3' (SEQ ID N :21) 


20 


Exll 


1345 OA 


WT: S'-AGAAAACCACCAAGCCCTG-S' (SEQ ID N :22) 
V: 5'-AGAAAACCAACAAGCCCTG-3' (SEQ ID N :23) 
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V: 276 
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REVENDICATIONS 

1 . Acide nucleique codant pour la parkine humaine, caracterise en ce qu'il 
comporte une ou plusieurs alterations genetiques choisies paimi: 

a) une deletion de un ou plusieurs exons, en combinaison ou non, 

b) une multiplication d'exons, 

c) une mutation ponctuelle, 

d) une deletion de 1 ou plusieurs paires de bases contigues, et 

e) une insertion de 1 ou plusieurs paires de bases contigues. 



2. Acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
10 deletion d'exons a) affecte les exons 2 a 9, separement ou en combinaison. 

3. Acide nucleique selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il 
comporte une deletion de l'exon 2, seule ou en combinaison, de preference avec les 
deletions des exons 3 et/ou 4, la deletion de l'exon 6, la deletion de l'exon 8, seule ou 
en combinaison. 



15 4. Acide nucleique selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il 

comporte une combinaison de deletion choisie panni : 2 + 3 + 4; 3 a 6, 5 + 6; 6+7, 
7 + 8 + 9; 3a9. 

5. Acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comporte une deletion de l'exon 3 ou des exons 8 et 9. 

20 6. Acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce que la 

multiplication d'exons b) est choisie panni une duplication de l'exon 3, une 
duplication de Texon 6, une duplication de l'exon 7, une duplication de l'exon 1 1 et 
une triplication de l'exon 2. 
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7. Acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
mutation ponctuelle c) est une mutation non-sens. 

8. Acide nucleique selon la revendication 6, caracterise en ce que la 
mutation non-sens affecte un exon choisi parmi les exons 2, 3, 7, 1 1 et 12, seuls ou en 

5 combinaison. 

9. Acide nucleique selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il 
comporte une mutation ponctuelle 905T->A, introduisant un codon stop a la place du 
residu Cys 268, ou une mutation ponctuelle 1459G->A, introduisant un codon stop a 
la place du residu Trp453. 

* * ' * 

10 10 - A °idc nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce que la 

mutation ponctuelle c) est une mutation faux-sens. 

11. Acide nucleique selon la revendication 10, caracterise en ce que la 
mutation faux-sens entraine un changement non-conservatif d'acide amine dans la 
proteine codee. 

15 12 - Acide nucleique selon la revendication 1 1, caracterise en ce que la 

mutation faux-sens affecte les exons 4 a 12, de preference un exon choisi parmi les 
exons 4, 6, 7, 9, 1 1 et 12, seuls ou en combinaison. 

13. Acide nucleique selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il porte 
une mutation choisie parmi la mutation Lys211Asn, Asp280Asn, Gly328Glu, 
20 Arg334Cys, Gly430Asp, Lysl61Asp, Arg256Cys, Arg275Trp, seule ou en 
combinaison. 
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14. Acide nucleique selon la revendication 10, caracterise en ce que la 
mutation feux-sens entraine un changement conservatif d'acide amine dans la proteine 
codee. 

15. Acide nucleique selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il s'agit 
5 de la mutation choisie Cys289Gly. 

16. Acide nucleique selon la revendication 10, caracterise en ce que la 
mutation faux-sens affecte un site potentiel de phosphorylation dans la proteine 
codee. 

■ * 

17. Acide nucleique selon la revendication 16, caract6ris6 en ce qu'il 
10 comporteune mutation Thr41 5 Asil 

18. Acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
deletion de paire(s) de bases d) entraine un decalage du cadre de lecture. 

19. Acide nucleique selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il 
comporte une deletion de 1 a 10 paires de bases contigues, de preference de 1 a 5. 

15 20. Acide nucleique selon la revendication 19, caracterise en ce que la 

deletion est choisie parmi la deletion de cinq paires de bases dans 1'intron 8 en 
position -21 a -17 par rapport a 1'exon 9 et la deletion de deux paires de bases en 
position 1 142-1 143delGA dans 1'exon 9. 

21. Acide nucleique selon la revendication 1 caracterise en ce que 
20 Tinsertion e) entraine un decalage du cadre de lecture. 
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22. Acide nucleique selon la revendication 21, caracterise en ce que 
l'insertion est une insertion de 1 a 5 paires de bases contigues, de preference de 1 
ou2. 



23. Acide nucleique selon la revendication 22, caracterise en ce qu'il 
5 comporte une insertion GT entre les positions 32 1 et 322. 

24. Acide nucleique codant pour la parkine humaine, caracterise en ce qu'il 
comporte la sequence presentee sur la figure 1 . 

25. Polypeptide code par un acide nucleique selon i"une des revendications 

la 24. 



26. Anticorps specifique d"un polypeptide selon la revendication 25. 

27. Composition comprenant un polypeptide selon la revendication 25 ou 
un anticorps selon la revendication 26. 

28. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle hybride specifiquement 
avec un acide nucleique selon l"une des revendications 1 a 24. 

29. Couple d'amorces pour l'amplification de tout ou partie d'un acide 
nucleique tel que decrit selon l'une des revendications 1 a 24, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- une premiere amorce complementaire d'une region du gene de la parkine 
situee en 5' d'une alteration genetique, et 

- une deuxieme amorce complementaire d'une region du gene de la parkine 
situee en 3' de ladite alteration genetique. 
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30. Procede pour Tidentification d ! urie alteration genetique dans le gene de 
la parkine comprenant: 

i) la mise a disposition d'un echantillon test comprenant le gene de la 

parkine, 

5 ii) ['amplification d'une partie au moins dudit gene comprenant une alteration 

genetique selon la revendication 1, et 

iii) la mise en evidence de la presence de Falteration genetique. 

31. Procede selon la revendication 30, caracterise en ce que l'echantillon 
est un echantillon de sang, tissu, plasma ou une culture de cellules. 

* ■* 

10 32. Procede selon la revendication 31, caracterise en ce que l'echantillon 

est pretraite de maniere a rendre le gene de la parkine, ou une partie de celui-ci, 
accessible pour l'amplification. 

33. Procede selon la revendication 30, caracterise en ce que Tamplification 
est realisee au moyen d'un couple d'amorces selon la revendication 29, 

15 34. Procede selon la revendication 30, caracterise en ce que la mise- en 

evidence est realisee par sequen9age, PCR/restriction, ASO, PAGE, ou 
PCR/multiplexe semi-quantitative. 

35. Procede selon la revendication 34, caracterise en ce qu'il met en 
evidence les deletions et/ou les multiplications d'exons. 

20 36. Procede de diagnostique d'une susceptibilite au syndrome parkinsonien 

comprenant la recherche d'une alteration genetique dans le gene de la paridne selon la 
revendication 1. 
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37. Vecteur comprenant un acide nucleique tel que decrit selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 24. 

38. Cellule comprenant un vecteur tel que decrit selon la revendication 37. 

39. Mammifere non-humain comprenant, dans ses cellules, un acide 
5 nucleique tel que decrit selon Tune des revendications 1 a 24. 

40. Utilisation d'une cellule selon la revendicatiqn 38 ou d^in mammifere 
selon la revendication 39 pour Identification de composes capables de contrecarrer 
les effets d'une alteration genetique du gene de la-parkine. 
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1 tccgggagga ttacccagga gaccgctggt gggaggcgcg gctggcgccg ctgcgcgcat 

Exl/Ex2 

61 gggcctgttc ctggcccgca gccgccacct acccagtgac catgatag/tg tttgtcaggt 

121 tcaactccag ccatggtttc ccagtggagg tcgattctga caccagcatc ttccagctca 

181 aggaggtggt tgctaagcga cagggggttc cggctgacca gttgcgtgtg attttcgcag 

Ex2/Ex3 

241 ggaaggagct gaggaatgac tggactgtgc ag/aattgtga cctggatcag cagagcattg 

301 ttcacattgt gcagagaccg tggagaaaag gtcaagaaat gaatgcaact ggaggcgacg 

361 accccagaaa cgcggcggga ggctgtgagc gggagcccca gagcttgact cgggtggacc 

421 tcagcagctc agtcctccca ggagactctg tggggctggc tgtcattctg cacactgaca 

Ex3/Ex4 

481 gcaggaagga ctcaccacca gctggaagtc cag/caggtag atcaatctac aacagctttt 

541 atgtgtattg caaaggcccc tgtcaaagag tgcagccggg aaaactcagg gtacagtgca 

Ex4/Ex5j 

601 gcacctgcag gcaggcaacg ctcaccttga cccag/ggtcc atcttgctgg gatgatgttt 
Ex5/Ex6 

661 taattccaaa ccggatgagt ggtgaatgcc aatccccaca ctgccctggg actagtgca/g 

721 aatttttctt taaatgtgga gcacacccca cctctgacaa ggaaacatca gtagctttgc 

Ex6/Ex7 

7 81 acctgatcgc aacaaatagt cggaacatca cttgcattac gtgcacagac gtcag/gagcc 

841 ccgtcctggt tttccagtgc aactcccgcc acgtgatttg cttagactgt ttccacttat 

901 actgtgtgac aagactcaat gatcggcagt ttgttcacga ccctcaactt ggctactccc 
Ex7/Ex8 

961 tgccttgtgt gg/ctggctgt cccaactcct tgattaaaga gctccatcac ttcaggattc 

Ex8/Ex9 . - - 

1021 tgggagaaga gcag/tacaac cggtaccagc agtatggtgc agaggagtgt 
gtcctgcaga 

1081 tggggggcgt gttatgcccc cgccctggct gtggagcggg gctgctgccg gagcctgacc 

Ex9/Exl0 

1141 agaggaaagt cacctgcgaa gggggcaatg gcctgggctg tggg/tttgcc 
ttctgccggg 

1201 aatgtaaaga agcgtaccat gaaggggagt gcagtgccgt atttgaagcc tcaggaacaa 
ExlO/Exll 

1261 ctactcag/gc ctacagagtc gatgaaagag ccgccgagca ggctcgttgg 
gaagcagcct 

1321 ccaaagaaac catcaagaaa accaccaagc cctgtccccg ctgccatgta ccagtggaaa 
Exll/Exl2 

13 81 aaaatg/gagg ctgcatgcac atgaagtgtc cgcagcccca gtgcaggctc 
gagtggtgct 

stop 

1441 ggaactgtgg ctgcgagtgg aaccgcgtct gcatggggga ccactggttc gacgtgtagc 

Figure 1 
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1501 


cagggcggcc 


gggcgcccca tcgccacatc ctgggggagc 


atacccagtg 


tctaccttca 


1561 


ttttctaatt 


ctcttttcaa acacacacac acacgcgcgc 


gcgcgcacac 


acactcttca 


1621 


agtttttttc 


aaagtccaac tacagccaaa ttgcagaaga 


aactcctgga 


tccctttcac 


1681 


tatgtccatg 


aaaaacagca gagtaaaatt acagaagaag 


ctcctgaatc 


cctttcagtt 


1741 


tgtccacaca 


agacagcaga gccatctgcg acaccaccaa 


caggcgttct 


cagcctccgg 


1801 


atgacacaaa 


taccagagca cagattcaag tgcaatccat 


gtatctgtat 


gggtcattct 


1861 


cacctgaatt 


cgagacaggc agaatcagta gctggagaga 


gagttctcac 


atttaatatc 


1921 


ctgcctttta 


ccttcagtaa acaccatgaa gatgccattg 


acaaggtgtt 


tctctgtaaa 


1981 


atgaactgca 


gtgggttctc caaactagat tcatggcttt 


aacagtaatg 


ttcttattta 


2041 


aattttcaga 


aagcatctat tcccaaagaa ccccaggcaa 


tagtcaaaaa 


catttgttta 


2101 


tccttaagaa 


ttccatctat ataaatcgca ttaatcgaaa 


taccaactat 


gtgtaaatca 


2161 


acttgtcaca 


aagtgagaaa ttatgaaagt taatttgaat 


gttgaatgtt 


tgaattacag 


2221 


ggaagaaatc 


aagttaatgt actttcattc cctttcatga 


tttgcaactt 


tagaaagaaa 


2281 


ttgtttttct 


gaaagtatca ccaaaaaatc tatagtttga 


ttctgagtat 


tcattttgca 


2341 


acttggagat 


tttgctaata catttggctc cactgtaaat 


ttaatagata 


aagtgcctat 


2401 


aaaggaaaca 


cgtttagaaa tgatttcaaa atgatattca 


atcttaacaa 


aagtgaacat 


2461 


tattaaatca 


gaatctttaa agaggagcct ttccagaact 


accaaaatga 


agacacgccc 


2521 


gactctctcc 


atcagaaggg tttatacccc tttggcacac 


cctctctgtc 


caatctgcaa 


2581 


gtcccaggga 


gctctgcata ccaggggttc cccaggagag 


accttctctt 


aggacagtaa 


2641 


actcactaga 


atattcctta tgttgacatg gattggattt 


cagttcaatc 


aaactttcag 


2701 


cttttttttc 


acrccattcac aacacaatca aaanai-^aflr 
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2761 


gcatgctctt 


acccacacta cgcagaagag aaagtacaac 


cactatcttt 


tgttctacct 


2821 


gtattgtctg 


acttctcagg aagatcgtga acataactga 


gggcatgagt 


ctcactagca 


2881 


catggaggcc 


cttttggatt tagagactgt aaattattaa 


atcggcaaca 


gggcttctct 


2941 


ttttagatgt 


agcactgaaa 







Figure 1 (suite) 
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Figure 3 
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<210> 1 
<211> 2960 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

tccgggagga ttacccagga gaccgctggt gggaggcgcg gctggcgccg ctgcgcgcat 60 
gggcctgttc ctggcccgca gccgccacct acccagtgac catgatagtg tttgtcaggt 120 
tcaactccag ccatggtttc ccagtggagg tcgattctga caccagcatc ttccagctca 180 
aggaggtggt tgctaagcga cagggggttc cggctgacca gttgcgtgtg attttcgcag 240 
ggaaggagct gaggaatgac tggactgtgc agaattgtga cctggatcag cagagcattg 300 
ttcacattgt gcagagaccg tggagaaaag gtcaagaaat gaatgcaact ggaggcgacg 3 60 
accccagaaa cgcggcggga ggctgtgagc gggagcccca gagcttgact cgggtggacc 420 
tcagcagctc agtcctccca ggagactctg tggggctggc tgtcattctg cacactgaca 480 
gcaggaagga ctcaccacca gctggaagtc cagcaggtag atcaatctac aacagctttt 540 
atgtgtattg caaaggcccc tgtcaaagag tgcagccggg aaaactcagg gtacagtgca 600 
gcacctgcag gcaggcaacg ctcaccttga cccagggtcc atcttgctgg gatgatgttt 660 
taattccaaa ccggatgagt ggtgaatgcc aatccccaca ctgccctggg actagtgcag 720 
aatttttctt taaatgtgga gcacacccca cctctgacaa ggaaacatca gtagctttgc 780 
acctgatcgc aacaaatagt cggaacatca cttgcattac gtgcacagac gtcaggagcc 840 
ccgtcctggt tttccagtgc aactcccgcc acgtgatttg cttagactgt ttccacttat 900 
actgtgtgac aagactcaat gatcggcagt ttgttcacga ccctcaactt ggctactccc 960 
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IV 
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tgccttgtgt ggctggctgt cccaactcct tgattaaaga gctccatcac ttcaggattc 1020 
tgggagaaga gcagtacaac cggtaccagc agtatggtgc agaggagtgt gtcctgcaga 1080 
tggggggcgt gttatgcccc cgccctggct gtggagcggg gctgctgccg gagcctgacc 1140 
agaggaaagt cacctgcgaa gggggcaatg gcctgggctg tgggtttgcc ttctgccggg 1200 
aatgtaaaga agcgtaccat gaaggggagt gcagtgccgt atttgaagcc tcaggaacaa 1260 
ctactcaggc ctacagagtc gatgaaagag ccgccgagca ggctcgttgg gaagcagcct 1320 
ccaaagaaac catcaagaaa accaccaagc cctgtccccg ctgccatgta ccagtggaaa 1380 
aaaatggagg ctgcatgcac atgaagtgtc cgcagcccca gtgcaggctc gagtggtgct 1440 
ggaactgtgg ctgcgagtgg aaccgcgtct gcatggggga ccactggttc gacgtgtagc 1500 
cagggcggcc gggcgcccca tcgccacatc ctgggggagc atacccagtg tctaccttca 1560 
ttttctaatt ctcttttcaa acacacacac acacgcgcgc gcgcgcacac acactcttca 1620 
agtttttttc aaagtccaac tacagccaaa ttgcagaaga aactcctgga tccctttcac 1680 
tatgtccatg aaaaacagca gagtaaaatt acagaagaag ctcctgaatc cctttcagtt 1740 
tgtccacaca agacagcaga gccatctgcg acaccaccaa caggcgttct cagcctccgg 1800 
atgacacaaa taccagagca cagattcaag tgcaatccat gtatctgtat gggtcattct 1860 
cacctgaatt cgagacaggc agaatcagta gctggagaga gagttctcac atttaatatc 1920 
ctgcctttta ccttcagtaa acaccatgaa gatgccattg acaaggtgtt tctctgtaaa 1980 
atgaactgca gtgggttctc caaactagat tcatggcttt aacagtaatg ttcttattta 2040 
aattttcaga aagcatctat tcccaaagaa ccccaggcaa tagtcaaaaa catttgttta 2100 
tccttaagaa ttccatctat ataaatcgca ttaatcgaaa taccaactat gtgtaaatca 2160 
acttgtcaca aagtgagaaa ttatgaaagt taatttgaat gttgaatgtt t&aattacag 2220 
ggaagaaatc aagttaatgt actttcattc cctttcatga tttgcaactt tagaaagaaa 2280 
ttgtttttct gaaagtatca ccaaaaaatc tatagtttga ttctgagtat tcattttgca 2340 
acttggagat tttgctaata catttggctc cactgtaaat ttaatagata aagtgcctat 2400 
aaaggaaaca cgtttagaaa tgatttcaaa atgatattca atcttaacaa aagtgaacat 2460 
tattaaatca gaatctttaa agaggagcct ttccagaact accaaaatga agacacgccc 2520 
gactctctcc atcagaaggg tttatacccc tttggcacac cctctctgtc caatctgcaa 2580 
gtcccaggga gctctgcata ccaggggttc cccaggagag accttctctt aggacagtaa 2640 
actcactaga atattcctta tgttgacatg gattggattt cagttcaatc aaactttcag 2700 
cttttttttc agccattcac aacacaatca aaagattaac aacactgcat gcggcaaacc 2760 
gcatgctctt acccacacta cgcagaagag aaagtacaac cactatcttt tgttctacct 2820 
gtattgtctg acttctcagg aagatcgtga acataactga gggcatgagt ctcactagca 2880 
catggaggcc cttttggatt tagagactgt aaattattaa atcggcaaca-gggcttctct 2940 
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ctggacttcc agctggtggt gag 23 
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<213> Homo sapiens 
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